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Proteini iz družine egerolizinov so široko razširjeni med kraljestvi živih bitij. Pretežno jih 
proizvajajo glive in bakterije. Njihova skupna lastnost je ta, da prepoznajo in se vežejo na 
različne lipide ali kombinacije lipidov (Butala in sod., 2017). Za egerolizine iz glivnega rodu 
Pleurotus je bilo pokazano, da se specifično vežejo na umetne in biološke membrane 
obogatene s sfingomielinom (SM) in holesterolom (Hol) (Ota in sod., 2013; Sepčić in sod., 
2004; Skočaj in sod., 2014), ter umetne lipidne vezikle sestavljene iz sfingolipida ceramid 
fosfoetanolamina (CPE) in Hol (Bhat in sod., 2015; Panevska in sod., 2019). Egerolizini v 
kombinaciji s specifičnimi proteini z domeno MACPF (angl., Membrane Attack 
Complex/Perforin), kot sta pleurotolizin B (PlyB) in erilizin B (EryB), tvorijo v tarčnih 
membranah bikomponentne multimerne transmembranske pore (Lukayanova in sod., 2015; 
Shibata in sod., 2010; Ota in sod., 2013; Panevska in sod., 2019). 
Ostreolizin A (OlyA) in ostreolizin A6 (OlyA6), ki ju proizvaja gliva bukov ostrigar 
(Pleurotus ostreatus), se specifično vežeta na membrane, ki so obogatene s kompleksi 
SM/Hol. OlyA in pleurotolizin A2 (PlyA2, ki ga proizvaja gliva Pleurtous eryngii) se z višjo 
afiniteto specifično vežeta na njuno primarno lipidno tarčo, ki jo predstavlja CPE v 
kombinaciji s Hol (Bhat in sod., 2015). EryA, ki ga tudi proizvaja P. eryngii, se na komplekse 
SM/Hol ne veže, ter prepoznava in se veže samo na mešanico CPE in Hol (Bhat in sod., 
2015), zato v kombinaciji s svojim MACPF-partnerskim proteinom PlyB predstavlja 
obetavno sredstvo za okolju in človeku prijazno zatiranje žuželk (Panevska in sod., 2019). 
OlyA6 ima eno vezavno mesto, s katerim prepozna in se veže na membranske lipide. Na N-
terminalnem koncu proteina je plitek kanal oziroma žep, v katerega se veže ceramidni del 
SM. Endapally in sodelavci (2019) so pokazali, katere različice OlyA6, ki imajo zamenjano 
eno aminokislino, izgubijo zmožnost vezave na membrane bogate s SM/Hol (Endapally in 
sod., 2019). Do sedaj še ni bilo raziskano, ali lahko glede na poravnavo aminokislinskega 
zaporedija OlyA6 z EryA sklepamo na podobnost sestave vezavnega žepa EryA. Na podlagi 
omenjenih dejstev, bi lahko ugotovili, kateri aminokislinski ostanki so pri EryA ključni za 
interakcijo s CPE. Posledično, bi lahko pridobili kompleks, ki ima višjo citolitično aktivnost 
kot EryA/PlyB.  
OlyA6 ima z EryA aminokislinsko zaporedje 79-odstotno identično, razlikujeta se v 29 
aminokislinskih ostankih. EryA nima ohranjenega tirozinskega ostanka Y91, ki je prisoten 
pri proteinih OlyA6 in PlyA2 in naj bi skupaj s triptofanskima ostankoma na mestu 28 in 96 
tvoril vezavno mesto za lipide (Lenarčič, 2018). Aminokislinski ostanek A91 bi tako lahko 
bil ključen za specifično interakcijo EryA s CPE.  
Endapally in sodelavci (2019) so prav tako pokazali, da se različica OlyA6(E69A) veže na 
lipidne vezikle, ki vsebujejo SM ali kombinacijo SM in Hol. Ta sprememba odpravi 
holesterolno specifičnost proteina. Različica EryA(E69A) bi tako lahko razlikovala različne 
konformacije CPE v membrani.  
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 NAMEN DELA 
Cilj magistrske naloge je bil izolirati in okarakterizirati različice EryA ter ugotoviti vlogo 
posameznih aminokislinskih ostankov pri interakciji s CPE. V primeru, da bi odkrili 
različico EryA, ki ima višjo afiniteto do CPE, bi posledično lahko povečali citolitičnost 
kompleksa EryA/PlyB, ki je manj učinkovita v primerjavi z ostalimi citolitičnimi kompleksi 
(OlyA/PlyB in PlyA2/PlyB) iz gob rodu Pleurotus. 
 DELOVNE HIPOTEZE 
• Predvidevamo, da je aminokislinski ostanek alanin na mestu 91 ključen za specifično 
interakcijo s ceramid fosfoetanolaminom, pri čemer pa ne pride do interakcije s 
sfingomielinom.  
• Predvidevamo, da bo eden izmed kompleksov EryA(W28A)/PlyB, 
EryA(E69A)/PlyB, EryA(T98A)/PlyB, EryA(W96A)/PlyB, EryA(K99A)/PlyB imel 
višjo citolitično aktivnost v primerjavi s kompleksom EryA/PlyB, kar bomo 
zasledovali preko tvorbe porotvornih kompleksov v umetnih membranah. 
 
 
Trčak A. Izolacija in karakterizacija mutiranih različic erilizina A.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020  
3 
 
 PREGLED OBJAV 
 EGEROLIZINI 
Proteini iz družine egerolizinov vključujejo več kot 400 majhnih proteinov. Pretežno jih 
proizvajajo glive in bakterije. Pojavljajo se tudi pri rastlinah, praživalih in žuželkah. Pri vseh 
teh organizmih je njihova struktura in fiziološka vloga zelo raznolika. Kljub temu, da jih 
celica ob določenih razvojnih fazah proizvaja v velikih količinah, je bilo do sedaj preučenih 
le nekaj proteinov iz te družine. Za vse predstavnike te družine proteinov je značilno, da so 
β-strukturirani, sestavljeni iz ene domene in so velikosti 15-20 kDa (Butala in sod., 2017; 
Novak in sod., 2015; Ota in sod., 2013; Panevska in sod., 2019). Stabilni so v širokem 
razponu pH (3,5-10,5) in imajo nizke izoelektrične točke (Berne in sod., 2009). Za njih je 
značilno veliko število aromatskih in nabitih aminokislinskih ostankov ter ohranjeni 
cisteinski ostanki (Nayak in sod., 2013). Imajo podobna aminokislinska zaporedja, svoje ime 
pa so dobili po hemolitičnem proteinu egerolizinu, ki so ga izolirali iz užitne glive topolovke 
(Agrocybe aegerita). Asp-HS iz glive Aspergillus fumigatus in pleurotolizin iz glive 
Pleurotus ostreatus sta bila prva izolirana hemolitična egerolizina (Berne in sod., 2002; 
Bernheimer in sod., 1979; Butala in sod., 2017; Ngai in Ng, 2006; Yokota in sod., 1977). 
2.1.1 Interakcija egerolizinov z membrano 
Glive iz rodu ostrigarjev (Pleurotus) so enostavne za gojenje in posledično široko razširjene 
v prehrani ljudi po celem svetu. Uporabljajo se tudi v medicinske in biotehnološke namene 
(Ota in sod., 2013; Sepčić in sod., 2003). V zadnjem času so vse bolj aktualne raziskave 
glivnih egerolizinov (Butala in sod., 2017; Novak in sod., 2019, 2020). Egerolizine 
ostreolizin A (OlyA), ostreolizin A6 (OlyA6) in pleurotolizin A (PlyA) proizvaja gliva 
bukov ostrigar (Pleurotus ostreatus). Egerolizina pleurotolizin A2 (PlyA2) in erilizin A 
(EryA) pa proizvaja gliva kraljevi ostrigar (Pleurotus eryngii) (Bhat in sod., 2013; Ota in 
sod., 2013; Panevska in sod., 2019; Skočaj in sod., 2014). Vezavne študije egerolizinov so 
pokazale njihovo selektivno vezavo na kombinacijo SM/Hol ali CPE/Hol, v umetnih in 
bioloških membranah. Njihova skupna lastnost torej je, da prepoznajo in se vežejo na 
različne lipide ali kombinacije lipidov (Butala in sod., 2017; Novak in sod., 2019; Panevska 
in sod., 2019). 
Celične membrane vretenčarjev so zlasti na eksoplazemski strani bogate s sfingolipidom 
SM. V membranah evkariontskih celic predstavlja Hol 80-90 % celokupnega celičnega Hol. 
Je pomembna membranska komponenta, ki vpliva na njeno strukturo, funkcijo in fluidnost 
ter na aktivnost membranskih proteinov. Sfingomielin skupaj s Hol tvori s proteini bogate, 
urejene in dinamične nano-domene, ki ustrezajo pojmu lipidnih raftov v živih sistemih in 
obstajajo v tekoči urejeni fazi. Domene v tej fazi se tvorijo tako v umetnih kot v bioloških 
membranah. Ta membranska področja imajo pomembno vlogo pri ključnih celičnih 
procesih, kot so endocitoza, eksocitoza, aktiviranje signalnih poti, ter pri usmerjanju 
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membranskih proteinov in receptorjev (Bhat in sod., 2013; Butala in sod., 2017; Resnik in 
sod., 2015; Sepčić in sod., 2004; Skočaj in sod., 2014).  
OlyA6 in OlyA se specifično vežeta na dele membran, ki so obogateni s kompleksi SM/Hol 
oziroma lipidnimi rafti. EryA se na komplekse SM/Hol ne veže. Egerolizina OlyA6 in PlyA2 
se s 1000-krat višjo afiniteto v primerjavi s kompleksi SM/Hol vežeta na primarno lipidno 
tarčo, ki jo predstavlja mešanica CPE/Hol (Bhat in sod., 2015; Novak in sod., 2019; 
Panevska in sod., 2019).  
2.1.1.1 Ceramid fosfoetanolamin  
Sfingolipid CPE je analog SM in je specifičen za nevretenčarje, še posebej za žuželke, 
mehkužče, praživali in nekatere bakterije (Panevska in sod., 2019b). V celicah vretenčarjev 
je zastopan le v sledovih (Bickert in sod., 2015; Novak in sod., 2019). Sfingomielin se 
povezuje s Hol in tvori urejene lipidne rafte, medtem ko, CPE s Hol takšnih lipidnih domen 
ne tvori (Ramstedt in Slotte, 2006; Yamaji-Hasegawa in sod., 2015). Ceramid 
fosfoetanolamin naj bi bil ključen v zgodnjem razvoju vinske mušice (Drosophila 
Melanogaster) (Ghosh in sod., 2013) in v razvojnih fazah parazita Trypanosoma brucei. Kot 
sfingolipid, specifičen za nekatere bakterije, naj bi jim omogočal ohranjanje v določeni 
ekološki niši. Sicer pa njegova biološka vloga ni popolnoma razjasnjena (Panevska in sod., 
2019b). 
Mehanizem biosinteze CPE je drugačen od biosinteze SM, kar gre pripisati specifični 
nevretenčarski CPE sintazi, ki je locirana v Golgijevem aparatu (Vacaru in sod., 2009; 
Yamaji-Hasegawa in sod., 2015). Fosfoholinski ostanek SM je pri CPE zamenjan s 
fosfoetanolaminom. Medmolekulske interakcije so zato močnejše kot pri SM (Bhat in sod., 
2015). 
2.1.2 Porotvornost egerolizinov 
Citolitični proteini bakterij in živali so dobro preučeni, medtem ko je malo znanega o vlogi 
teh proteinov pri glivah. V kraljestvu gliv najdemo veliko družin porotvornih proteinov, 
katerih funkcija naj bi bila obramba pred raznimi škodljivci. Hkrati pa naj bi imeli 
pomembno vlogo v samem razvoju organizma (Butala in sod., 2017). Egerolizini v 
kombinaciji s proteini z domeno MACPF v tarčnih membranah tvorijo bikomponentne 
multimerne transmembranske pore. Med proteine z domeno MACPF iz glivnega rodu 
Pleurotus uvrščamo 59 kDa velika proteina PlyB, ki ga proizvaja bukov ostrigar (P. 
ostreatus) in EryB, ki ga proizvaja kraljevi ostrigar (P. eryngii). Egerolizin in protein z 
domeno MACPF se tako nahajata v istih organizmih in tvorita dvokomponentni porotvorni 
kompleks, ki naluknja tarčne membrane (Butala in sod., 2017; Novak in sod., 2019; Ota in 
sod., 2013; Panevska in sod., 2019; Schlumberger in sod., 2013; Skočaj in sod., 2014). 
Proteini z domeno MACPF sestavljajo največjo naddružino porotvornih proteinov. V 
organizmih, ki jih proizvajajo, imajo tudi druge vloge – sodelujejo pri imunosti, plenjenju in 
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patogenosti. Za mnoge pa vloga še ni poznana (Lukoyanova in sod., 2015; Moreno-
Hagelsieb in sod., 2017).   
Tomita in sodelavci (2004) so pokazali, da 17 kDa velik egerolizin PlyA sam po sebi ne tvori 
por v membrani, a ima vlogo prepoznave lipidnega receptorja. V kombinaciji s proteinom z 
domeno MACPF, PlyB, nastane dvokomponentni porotvorni kompleks. Tudi kompleks 
OlyA6/PlyB deluje na enak način (Butala in sod., 2017; Ota in sod., 2013; Panevska in sod., 
2019; Sakurai in sod., 2004; Skočaj in sod., 2014). Za vezavo OlyA je pomembna urejenost 
s sterolom obogatenih membranskih domen. Če je raven vsaj 30 mol % Hol, se pokažejo 
citotoksični učinki OlyA, saj le-ta ob prisotnosti proteinskega partnerja PlyB naluknja 
membrane, obogatene s SM/Hol (Bhat in sod., 2013; Ota in sod., 2013; Panevska in sod., 
2019; Rebolj in sod., 2010; Resnik in sod., 2015; Schlumberger in sod., 2013; Zidar in sod., 
2009). 15 kDa velik egerolizin EryA, ki se veže na kombinacijo CPE/Hol, tvori 
transmembranske pore v kombinaciji s svojim proteinskim partnerjem EryB (Bhat in sod., 
2013; Butala in sod., 2017, Panevska in sod., 2019; Shibata in sod., 2010). Podobno se v 
genomih nekaterih egerolizin-producirajočih bakterij nahajajo nukleotidna zaporedja, ki 
kodirajo večje proteine, ki nato v kombinaciji z egerolizini naluknjajo tarčne lipidne 
membrane. Nekateri od teh heteromernih proteinskih kompleksov lahko delujejo kot 
selektivni insekticidi in so jih s pomočjo genetske transformacije že vnesli v rastline (Butala 
in sod., 2017; Panevska in sod., 2019).  
Egerolizini iz gliv Aspergillus fumigatus in Aspergillus terreus se lahko vežejo na plazemsko 
membrano (PM) in jo lizirajo brez pomoči proteinskega partnerja. Membranski receptorji te 
skupine egerolizinov niso opisani ali znani. Večina egerolizinov ima afiniteto do vezave na 
membrano, zato sklepajo, da je njihova ključna lastnost vezava na specifične lipide ali 
kombinacije lipidov in ne porotvornost (Butala in sod., 2017). 
2.1.2.1 Molekulski mehanizem porotvornosti 
Domena MACPF je strukturno sorodna domenam porotvornih proteinov iz družine od 
holesterola odvisnih citolizinov, ki so pomembni virulentni dejavniki nekaterih bakterij 
(Lukoyanova in sod., 2015; Moreno-Hagelsieb in sod., 2017; Ota in sod., 2013; 
Schlumberger in sod., 2013). Strukturna podobnost vključuje ključne strukturne elemente, 
ki sodelujejo pri nastajanju por. Glavna podobnost je centralna strukturna enota iz štirih, 
močno zavitih in na sredini upognjenih β-ploskev ter treh skupkov α-vijačnic. Dva skupka 
α-vijačnic vsebujeta regiji, kateri se lahko razvijeta v transmembranski β-lasnici (angl., 
Transmembrane β-Hairpins; TMH) in prečita membrano. Tretji skupek α-vijačnic vsebuje 
krajši motiv vijačnica-zavoj-vijačnica, ki je na vrhu transmembranske β-lasnice 2 (TMH2). 
Omenjeni elementi predstavljajo N-terminalno domeno MACPF (Slika 1) (Lukoyanova in 
sod., 2015). Omenjena proteina z domeno MACPF (PlyB in EryB) se sintetizirata kot topna 
monomerna proteina, ki se ob pritrditvi na lipidne membrane, na katere je že vezan 
egerolizinski partner, strukturno preoblikujeta in pričneta tvoriti strukturno urejene 
oligomere (obroče, reže, loke). Tako se tvori pre-porni kompleks, ki se na koncu vstavi v 
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membrano, kar vodi v nastanek transmembranskih por (Lukoyanova in sod., 2015; Ota in 
sod., 2013).  
  
 
Egerolizina PlyA ali OlyA6 sprva prepoznata in se selektivno vežeta na dele membrane, ki 
so bogate s SM in Hol, t.i. lipidne rafte (Bhat in sod., 2013; Butala in sod., 2017; Ota in sod., 
2013; Panevska in sod., 2019; Skočaj in sod., 2014). Temu sledi vezava proteinskega 
partnerja PlyB. PlyA s svojimi N-terminalnimi zankami interagira z membrano. Ostale 
površine β-struktur egerolizina PlyA nadalje omogočajo interakcijo s proteinskim 
partnerjem z domeno MACPF, PlyB. Domena MACPF je pomembna za vstavitev proteina 
v membrano, oligomerizacijo in tvorbo pore (Butala in sod., 2017). Konformacijske 
spremembe centralnih elementov proteina PlyB oziroma domene MACPF vključujejo 
prestavitev ohranjenega motiva HTH, kar povzroči, da se centralna β-ploskev odpre pod 
kotom 70°. Sočasno se regiji dveh skupkov α-vijačnic razvijeta v hidrofobni 
transmembranski β-lasnici (TMH1 in TMH2). Slednje privede do tvorbe široke odprtine, 
oziroma β-sodčka, ki se vstavi v membrano. Sledi nastanek transmembranske pore, ki jo 
predstavlja 13-merni rozetast kompleks z notranjim premerom 80 Å. Vsako podenoto 
omenjenega kompleksa predstavlja protein PlyB in dimer PlyA, ki je vpet v membrano. Poro 
tako gradi 26 podenot egerolizina PlyA in 13 podenot proteina PlyB (Lukoyanova in sod., 
2015). OlyA6 s PlyB naluknja membrano na enak način. Pore, ki se tvorijo, so različnih 
Slika 1: Kristalna struktura obeh komponent pleurotolizina, PlyA in PlyB.  
β-strukturna zgradba PlyA z označenim C-terminalnim in N-terminalnim delom (A). Struktura PlyB z 
ohranjeno centralno enoto, ki vključuje glavne elemente za nastanek pore proteinov naddružine MACPF/CDC 
in jo gradijo štiri močno zavite in na sredini upognjene β-ploskve (rdeče) ter trije skupki α-vijačnic- TMH1, 
TMH2 (rumeno) in HTH (obkroženo s črtkano črto) (B). Prirejeno po Lukoyanova in sod., 2015. 
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velikosti in jih sestavlja različno število oligomeriziranih enot (Ota in sod., 2013; Resnik in 
sod., 2015; Schlumberger in sod., 2013). Tvorba por poveča električno prevodnost 
membrane, kar pospeši iznos velikih molekul iz celice. V celicah se zaradi prisotnosti por 
poviša znotrajcelična koncentracija kalcija, kar zmoti homeostazo tarčnih celic. Porotvorni 
proteini so citotoksični in povzročijo citolizo (Butala in sod., 2017; Tomita in sod., 2004; 























 MOLEKULSKI MEHANIZMI MEMBRANSKE VEZAVE 
2.2.1 Pleurotolizin A2 
Bhat in sodelavci so opisali nov ortolog proteina PlyA glive P. ostreatus, tako imenovan 
PlyA2 iz glive P. eryngii. Za njega je znana, tako kot za OlyA6, EryA in PlyA, specifična 
vezava na kombinacijo SM/Hol oziroma lipidne rafte v naravni sistemih in 1000-krat 
močnejša vezava na kombinacijo CPE/Hol. PlyA2 se od PlyA razlikuje samo v dveh 
aminokislinskih ostankih. Na mestu 22 je tako namesto lizina valin, na mestu 100 pa je 
namesto treonina alanin. Protein je homologen EryA in OlyA (80-odstotna podobnost) (Bhat 
in sod., 2013; Skočaj in sod., 2014). 
PlyA2 vsebuje šest triptofanskih ostankov, ki se nahajajo na mestih 6, 28, 92, 96, 103 in 112. 
Ohranjeni so tudi pri egerolizinih PlyA, OlyA6 in EryA. Različice PlyA2 (W28A, W112A, 
W96A), pri katerih je posamezen triptofanski ostanek zamenjan z alaninom, izgubijo 
Slika 2: Struktura pleurotolizinske pore.  
Trinajst-merni rozetast kompleks oziroma transmembranska pora, ki jo tvorita egerolizin PlyA in protein PlyB 
(A). Podenota porotvornega kompeksa, ki jo sestavlja dimer PlyA (vijolično) in proteinski partner z MACPF 
domeno PlyB (B). Prikazane so konformacijske spremembe MACPF domene: upogibanje β-ploskve pod 
kotom 70° (rdeče), premik motiva HTH (svetlo modro) ter razvijanje TMH regij (rumeno) v transmembranske 
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zmožnost vezave na vezikle, sestavljene iz SM/Hol (Bhat in sod., 2013). Razvidno je, da 
imajo ti ostanki pomembno vlogo pri vezavi proteinov na membrano. Različici PlyA(W96A) 
in PlyA(W28A) izgubita zmožnost vezave tudi na kombinacijo CPE/Hol, do katerih ima 
protein višjo afiniteto (Bhat in sod., 2015; Panevska in sod., 2019), medtem ko različica 
W6A popolnoma ohrani vezavno specifičnost in afiniteto. Ostanek W6 je bistvenega 
pomena za dimerizacijo PlyA, ki ob prisotnosti PlyB v membranah tvori pore (Lukayanova 
in sod., 2015).  
Štirinajst aminokislinskih ostankov na N-terminalnem delu PlyA je pomembnih za vezavo 
proteina na membrano. Deset od teh je hidrofobnih in združenih na N-terminalnem delu α-
vijačnice. Na C-terminalnem delu α-vijačnice se nahaja več polarnih aminokislinskih 
ostankov, ki ob vezavi proteina molijo iz membrane. Poravnava zaporedja aktinoporinov z 
zaporedjem PlyA kaže podobnost aminokislinskih ostankov, ki so pomembni za vezavo na 
holin, ki je sestavni del SM. Med te sodi tudi aminokislinski ostanek prolin, ki je ohranjen 
pri vseh proteinih (Bhat in sod., 2013). 
Stiholizin II (StnII) je toksin morske vetrnice Stichodactyla helianthus in sodi v družino 
aktinoporinov (Mancheño in sod., 2003). Triptofanska ostanka PlyA2 na mestih 96 in 28 v 
zanki med verigama β4 in β5 sta locirana na podobnem mestu kot triptofanska ostanka StnII 
na mestih 112 in 116. Pri toksinu StnII imata ta dva ostanka pomembno vlogo pri 
vzpostavitvi interakcije z membranskimi lipidi. Zato so Bhat in sodelavci (2015) predvideli, 
da sta aminokislinska ostanka W96 in W28 pomembna za vezavo egerolizinov na 
membrano. 
Določeni aminokislinski ostanki StnII tvorijo s holinsko glavo SM stabilne kationske-π 
interakcije. Ti aminokislinski ostanki pri proteinu PlyA2 vključujejo mesti W28 in Y91. Ta 
ostanka sta pomembna za holinske-π interakcije tudi pri egerolizinih OlyA in EryA. Pri 
OlyA je na mestu 91 serin in pri OlyA6 tirozin, ki proteinoma omogočata interakcijo z 
mešanico SM/Hol. EryA ima na tem mestu alanin in protein se na omenjene vezikle ne veže 
(Bhat in sod., 2015). 
2.2.2 Ostreolizin A in ostreolizin A6 
Glivni rod Pleurotus proizvaja več izooblik ostreolizina, med drugimi tudi OlyA in OlyA6. 
OlyA ima 98-odstotno identično aminokislinsko zaporedje z egerolizinom EryA, razlikujeta 
se samo v štirih aminokislinskih ostankih. OlyA6 ima z EryA manj podobnosti, 
aminokislinsko zaporedje je 79-odstotno identično, razlikujeta se v 29 aminokislinskih 
ostankih.  
OlyA je 15 kDa velik membransko aktiven protein, ki se specifično izraža v času nastajanja 
primordijev in plodnih teles in ima verjetno pomembno vlogo v razvojnem krogu gobe 
(Berne in sod., 2002, 2005; Novak in sod., 2015; Ota in sod., 2013; Sepčić in sod., 2003; 
Skočaj in sod., 2014). 
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Dostopen Hol, oziroma tisti, ki ni v interakciji s SM, je tarča nekaterih citotoksičnih 
proteinov. Po drugi strani pa določeni citotoksični proteini vežejo samo Hol, ki je v 
interakciji s SM. Ta Hol je nedostopen in ga je v plazemski membrani (PM) več kot polovica. 
Sem sodi tudi protein OlyA6 iz družine egerolizinov, ki sam po sebi ni litičen, saj za 
hemolizo potrebuje proteinskega partnerja PlyB (Endapally in sod., 2019; Ota in sod., 2013; 
Panevska in sod., 2019). Ima eno vezavno mesto, s katerim prepozna in se veže na komplekse 
SM/Hol v PM. Dodaten Hol v lipidnih veziklih poveča vezavo OlyA6 na membrano, dokler 
se vsebnost v lipidnih veziklih povečuje vse do 60 mol %. Ta vrednost je blizu meje njegove 
topnosti v fosfolipidnem dvosloju (Endapally in sod., 2019). Nad to vrednostjo tvori kristale 
(Epand in sod., 2016). Ob odsotnosti oziroma zamenjavi z epiholesterolom se OlyA6 na PM 
ne veže (Endapally in sod., 2019). 
OlyA6 ima β-strukturno zgradbo, podobno kot soroden egerolizin PlyA, s katerim ima 95-
odstotno identično primarno strukturo (Ota in sod., 2013). β-sendvič sestavlja devet 
vzporednih β-ravnin in ena kratka α-vijačnica. Te so med seboj povezane s štirimi gibljivimi 
zankami na C-terminalnem koncu in s tremi gibljivimi zankami na N-terminalnem koncu 
proteina. Aminokislinska ostanka triptofan na mestu 28 in lizin na mestu 99 se nahajata vsak 
na svoji zanki N-terminalnega konca. Med njima je plitek kanal oziroma žep. V ta žep se 
veže del ceramida, ki je gradnik SM (Endapally in sod., 2019). Protein gradi 138 
aminokislinskih ostankov (Sakurai in sod., 2004). Trinajst od teh sestavlja žep, ki veže lipid 
v membrani. Posamični aminokislinski ostanki glutamin, prolin in trije triptofani, 
nadomeščeni z alaninom, preprečijo spremenjenemu proteinu vezavo na lipidne vezikle iz 
SM in Hol. Ti ostanki imajo ključno vlogo pri interakciji proteina z lipidom (Endapally in 
sod., 2019). 
Zamenjava glutaminske kisline na mestu 69 za alanin oziroma različica OlyA6(E69A), se 
veže na lipidne vezikle, zgrajene iz SM ali SM/Hol. Ta različica torej odpravi holesterolno 
specifičnost proteina. Za razliko od OlyA6 ima OlyA6(E69A) žep grajen drugače. Razlika 
je v treh aminokislinskih ostankih, ki so orientirani v drugo smer. To sta aminokislinska 
ostanka triptofan in lizin, ki predstavljata mejo žepa, in glutamin. Vsi trije so ključni za 
vezavo nespremenjenega OlyA6 na membrano. Spremenjeni protein ima večjo afiniteto 
vezave, nima sterolne specifičnosti in se enako dobro veže na membrane grajene iz SM, ki 
je ali ni v interakciji z različnimi steroli. OlyA6 za vezavo potrebuje mešanico SM/Hol, zato 
je pomembna tudi struktura Hol. Ne veže se na komplekse, kjer je Hol zamenjan z 
epiholesterolom, lanosterolom ali ergosterolom. Njegova struktura je pomembna za 
optimalno interakcijo s SM v membranah. Holesterol pomembno prispeva k vezavi proteina 
na kompleks, zato je pomembno, da sta SM in Hol v močni interakciji (Endapally in sod., 
2019). OlyA6 se z višjo afiniteto veže na lipide iz celičnih linij Sf9 (Spodoptera frugiferda), 
ki vsebujejo fiziološko pomembne koncentracije CPE (Novak in sod., 2020). 
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2.2.2.1 Različne konformacije sfingomielina v plazemski membrani 
Nespremenjena različica egerolizina OlyA6 se veže na komplekse SM/Hol, medtem ko 
zamenjava aminokisline v različici OlyA6(E69A) to specifičnost odpravi in veže tudi SM v 
prosti obliki. Holesterolna specifičnost vezave je tako posredna, saj protein razlikuje 
konformacijo SM v vezani in prosti obliki. Oba proteina neposredno prepoznata in se vežeta 
na ceramidni del SM (Endapally in sod., 2019).  
Pozitivno nabita glava SM, ki jo predstavlja holin, tvori ionsko interakcijo z ostankom 
glutaminske kisline OlyA6, ki se nahaja v vezavnem žepu na mestu 69. Ostali del SM je 
stabilno nameščen v žepu, ki ga omejujeta triptofan in lizin. Vezavo še dodatno okrepi 
interakcija med dušikom lizina in karbonilnim kisikom acilne verige SM. OlyA6 se na 
površino membrane veže pod kotom 26° (Slika 3 C). Holinska glava SM je v vzporedni 
poziciji s fosfolipidnim dvoslojem in v interakciji s Hol. OlyA6(E69A) se veže z istim 
žepom, vendar je njegova orientacija drugačna. Razlika v orientaciji je posledica zamenjave 
za vezavo pomembne glutaminske kisline na mestu 69 z alaninom. To privede do 
spremenjene oblike vezavnega žepa (Slika 3 D). Kljub vsemu se ohrani interakcija med 
dušikom in karbonilnim kisikom SM. Holin ne tvori interakcije z ostankom glutaminske 
kisline, saj je le-ta zamenjan z alaninom, ki je tokrat na drugem koncu kanala. Ob vezavi 
proteina na SM v prosti obliki je njegova os skoraj popolnoma navpična (Slika 3 E) 
(Endapally in sod., 2019).  
Vezavni žep OlyA6(E69A) prepozna različne konformacije SM v plazemski membrani. 
Konformacija SM v prosti obliki, na katero se lahko veže spremenjena različica egerolizina, 
ni dostopna za vezavo z žepom nespremenjenega proteina. Žep spremenjenega proteina pa 
lahko, zaradi strukturnih sprememb, prepozna in veže SM v prosti in vezani obliki. 
OlyA6(E69A) vsebuje žep, ki je zaradi strukturnih sprememb povečan in ta različica 
proteina posledično izgubi specifičnost in pridobi sposobnost vezave na obe konformaciji 
SM. OlyA6(E69A) ima večjo afiniteto do vezave na membrano, ki pa je temperaturno 
neodvisna. V tem se razlikuje od OlyA6, ki ima večjo afiniteto vezave pri 4°C kot pri 37°C 
(Endapally in sod., 2019).  
Interakcija med proteini in membrano je tako odvisna od različnih konformacij lipidov. S 
pomočjo egerolizina OlyA6(E69A) lahko razlikujemo dve različni konformaciji SM v 
membrani (Slika 3). Z njim lahko zaznavamo SM/Hol komplekse, ki jim je zaradi majhnosti 
teh domen in kratke življenjske dobe sicer težko slediti (Endapally in sod., 2019).  
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 INTERAKCIJA SFINGOMIELIN-HOLESTEROL 
Za uravnavanje celičnih signalnih procesov naj bi posebno vlogo imela prav povezava med 
SM in Hol v PM živalskih celic. Eden takšnih procesov je uravnavanje homeostaze Hol z 
natančnim uravnavanjem njegove sinteze in prevzema. Tako je zagotovljena njegova 
optimalna koncentracija v celičnih membranah (Endapally in sod., 2019; Resnik in sod., 
2015).  
2.3.1 Regulacija sinteze holesterola 
Kadar raven Hol v celici pade pod mejno vrednost, se s proteolitično cepitvijo aktivirajo 
transkripcijski faktorji SREBP (angl., Sterol Regulatory Element–Binding Proteins), ki se 
prenesejo v jedro in sprožijo prepisovanje encimov za njegovo biosintezo (Brown in sod., 
2018). Sledi povečana sinteza tako imenovanega endogenega Hol in receptorjev 
lipoproteinov majhne gostote LDL (ang., Low-Density Lipoproteins), ki se vgradijo v 
membrano in tako omogočijo večji prevzem eksogenega Hol v celico (Endapally in sod., 
2019). Eksogeni Hol je v vodi netopna molekula, zato se do celic prenaša v obliki LDL. Ti 
imajo v svoji sestavi specifičen apoprotein B-100, ki se veže na receptor LDL. Večini celici 
je na omenjen način omogočen prevzem eksogenega Hol (Adkison in sod., 2012, Feingold 
in sod., 2018).  
Slika 3: Vezava OlyA6 na SM, ki je v različnih konformacijah.  
Kemična struktura SM z označenim delom (rdeče), ki sodeluje pri vezavi proteina na membrano (A). Model 
prikazuje vezavo SM (rumeno) z OlyA6 (B) in z OlyA6(E69A) (D) in shematično vezavo OlyA6 (C) ter 
OlyA6(E69A) (E) na SM v fosfolipidnem dvosloju (B-E). Prirejeno po Endapally in sod., 2019. 
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Plazemska membrana vsebuje približno 80-90 % celičnega Hol. Transkripcijski faktorji 
SREBP se nahajajo v membrani endoplazemskega retikuluma (ER), ki vsebuje samo 1 % 
mol Hol. Senzorji, ki spremljajo količino Hol v PM, se torej nahajajo v ER. Natančno 
uravnana transportna pot lipidov, ki poteka med PM in ER, senzorju omogoča uravnavanje 
homeostaze Hol. Regulacija transporta od PM do ER je odvisna od razporeditve Hol v PM. 
Slednje v veliki meri določa njegova interakcija s SM. Omenjena interakcija med lipidoma 
je bila podprta z raziskavami. Gatt in Bierman (1980) sta pokazala, da celice povečajo 
sintezo Hol ob dodatku SM. Kasneje sta Slotte in Bierman (1988) ugotovila zmanjšano 
sintezo v celicah, ki so bile tretirane s sfingomielinazo, encimom, ki razgradi SM. SM je v 
membrani v tesni interakciji s Hol. Interakcija preprečuje transport Hol do membran ER, 
kjer bi se ustavila aktivacija SREBP in posledično sinteza Hol. V svoji raziskavi so ugotovili, 
da v primeru, ko sfingomielinaza razgradi SM, postane nekaj Hol prostega za transport do 
ER, kjer ustavi aktivacijo SREBP in posledično svojo sintezo (Endapally in sod., 2019).  
 BIOLOŠKA VLOGA EGEROLIZINOV 
Zaprtotrosnice iz debla Ascomycota proizvajajo egerolizine v fazi razvoja. Organizmi, ki so 
izpostavljeni svetlobi, povečano proizvajajo egerolizinom podobne proteine. Svetloba je 
sprožilec, ki omogoči tvorbo konidiofor. To so hife, na katerih nastajajo konidiji, s katerimi 
se zaprtotrosnice vegetativno razmnožujejo. Nekatere glive povišano proizvajajo egerolizine 
v času sporulacije, ki je proces nastajanja spor. V višjih koncentracijah se proizvajajo tudi 
ob kalitvi spor, podaljševanju hif in v fazi eksponentne rasti (Bando in sod., 2011; Butala in 
sod., 2017; Nayak in sod., 2012). 
Egerolizini gliv odprtotrosnic (Basidiomycota) imajo prav tako pomembno vlogo v 
njihovem razvoju in sporulaciji, vendar mehanizem ni raziskan. Povečano izražanje genov 
za egerolizine se vrši v času nastajanja primordijev, zametkov vidnega dela glive in mladih 
plodnih teles (Berne in sod., 2002; Butala in sod., 2017; Novak in sod., 2019; Sepčić in sod., 
2003; Vidic in sod., 2005). Egerolizin OlyA iz bukovega ostrigarja se nahaja v trosih. Geni 
egerolizinskega partnerja z domeno MACPF, PlyB, se v teh celicah izražajo sočasno z 
egerolizinskimi. Slednje nakazuje njuno skupno delovanje. Vendar sočasna regulacija 
izražanja genov pri nekaterih glivah ni bila potrjena. Vloga egerolizinov pri žuželkah, 
praživalih in rastlinah pa ni pojasnjena (Butala in sod., 2017). 
Novak in sodelavci (2020) so pokazali, da se OlyA6 in NigA2, ki ga proizvaja plesen 
Aspergillus niger, močno vežeta na umetno pripravljene lipidne vezikle in posamezne 
frakcije lipidoma iz celic Sf9 organizma Spodoptera frugiperda, ki vsebujejo CPE. Ta 
predstavlja primarno receptorsko molekulo egerolizinov. Iz tega sklepajo, da egerolizine 
organizmi producirajo predvsem z namenom obrambe pred insektnimi škodljivci (Novak in 
sod., 2020). 
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 UPORABNOST EGEROLIZINOV 
Motnje v metabolizmu Hol lahko vodijo v karcinogenezo in razvoj tumorjev. Vsebnost Hol 
je za razliko od normalnih celic pri nekaterih tipih raka višja. Proteinski kompleksi 
OlyA/PlyB, ki se vežejo na domene, obogatene s SM in Hol ter tvorijo pore, so lahko 
učinkoviti zaviralci neinvazivnih RT4 človeških rakavih urotelijskih celic. Po drugi strani 
pa na normalne prašičje urotelijske celice, ki so morfološko in fiziološko zelo podobne 
normalnemu človeškemu uroteliju, nimajo toksičnih učinkov. Proteini prepoznajo in se 
tarčno vežejo na lipidne rafte, s katerimi so rakave celice bogate, kar posledično vodi v 
njihovo apoptozo, nekrozo ali avtofagno celično smrt (Resnik in sod., 2015). 
2.5.1 Egerolizini kot bioinsekticidi 
OlyA6, PlyA2 in EryA se vežejo na celice insektov in umetno pripravljene lipidne 
membrane, ki vsebujejo fiziološko pomembne koncentracije CPE. V kombinaciji s 
proteinom PlyB nastane dvokomponentni kompleks, ki naluknja tarčno membrano. 
Kompleksi egerolizin/PlyB bi se lahko uporabili za selektivno zatiranje ličink in odraslih 
osebkov dveh ekonomsko najbolj pomembnih škodljivcev iz reda Coleoptera (hrošči): 
koruznega hrošča (Diabrotica v. virgifera) in koloradskega hrošča (Leptinotarsa 
decemlineata) (Panevska in sod., 2019). Koruzni hrošč je pomemben koruzni škodljivec, ki 
je v ZDA in Evropi odgovoren za velike ekonomske izgube. Omenjeni kompleksi 
prepoznajo in se vežejo na svoj receptor, ki ga predstavlja lipid CPE v srednjem črevesu 
insektov. Bakterija Bacillus thuringiensis proizvaja podobne egerolizinske komplekse, tako 
imenovane toksine Cry. Uporabljajo jih za razvoj genetsko modificiranih poljščin za 
zatiranje rastlinskih škodljivcev. Za njih je značilno, da delujejo preko vezave na 
(gliko)proteinske receptorje, zato žuželke zelo hitro razvijejo rezistenco proti tem toksinom. 
Kompleksi OlyA6/PlyB, PlyA2/PlyB in EryA/PlyB delujejo na specifični membranski 
lipidni receptor, in ne na proteinske receptorje, podvržene mutacijam. Zato je verjetnost za 
razvoj rezistence proti omenjenim egerolizinskim insekticidnim kompleksom relativno 
majhna. Egerolizini tako omogočajo nadaljnji razvoj novih, okolju prijaznih bioinsekticidov 
(Panevska in sod., 2019). 
2.5.2 Egerolizini kot molekulski označevalci 
Razširjenost in vlogo določenih lipidov v organizmih lahko raziskujemo s pomočjo 
proteinov iz družine egerolizinov, ki z njimi interagirajo. Na primer CPE, na katerega se 
veže PlyA2, je v največji meri zastopan med začetnim razvojem ličinke vinske mušice 
(Drosophila melanogaster). To nakazuje njegovo pomembno vlogo v zgodnji fazi razvoja 
nekaterih žuželk. Toksina lizenin in ekvinatoksin II, ki se vežeta na SM, so uporabili za 
preučevanje njegove dinamike v celicah sesalcev (Bhat in sod., 2015). S fluorescenčno 
označenim EryA lahko v tkivih sesalcev sledimo parazitu Trypanosoma brucei, ki povzroča 
spalno bolezen in v membranah vsebuje veliko CPE (Bhat in sod., 2015; Novak in sod., 
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2019; Panevska in sod., 2019). Egerolizini so bili predlagani kot netoksični molekulski 
označevalci s SM/Hol bogatih domen membran celic sesalcev (Novak in sod., 2020). 
PlyA2, ki je označen z ojačenim zelenim fluorescenčnim proteinom (PlyA2-EGFP) in OlyA, 
ki je označen z mCherry (OlyA-mCherry), sta uporabna za detekcijo s SM in Hol bogatih 
domen membran oziroma lipidnih raftov, ki jih je zaradi njihove majhnosti težko preučevati. 
Koncept lipidnih raftov ni celovit, še vedno se pojavlja veliko vprašanj o njihovi sestavi, 
velikosti in funkciji v celicah (Bhat in sod., 2013; Bhat in sod., 2015; Chowdhury in sod., 
2008; Skočaj in sod., 2014). Novi pristopi, ki omogočajo vizualizacijo omenjenih 
membranskih domen, so tako izjemnega pomena za zdravljenje in preprečevanje številnih 
bolezni (Skočaj in sod., 2014). 
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 MATERIAL IN METODE 
 MATERIAL 
3.1.1 Kemikalije  
Preglednica 1: seznam uporabljenih kemikalij. 
Kemikalija Proizvajalec 
Trikloroocetna kislina (TCA) Sigma, ZDA 
Tris, Tris-HCl Merck, Nemčija 
Tetrametiletilendiamin (TEMED) Sigma, ZDA 
PageRuler Prestained Protein Ladder Thermo Fisher Scientific, ZDA 
Metanol (MeOH) Carlo Erba Reagents, Italija 
Natrijev dodecilsulfat (NaDS) Merck, Nemčija 
Natrijev klorid (NaCl) Merck, Nemčija 
Natrijev hidroksid (NaOH) Merck, Nemčija 
1,4-ditiotreitol (DTT) Fluka, Francija 
4-benzensulfonil fluorid hidroklorid 
(AEBSF) 
Sigma, ZDA 
Aceton  Carlo Erba, Italija 
Agar  Formedium, Velika Britanija 
Agaroza Nippon Genetics Europe, Japonska 
Akrilamid SureCast 40 % (w/v) Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, ZDA 
Amonijev persulfat (APS) Life technologies, ZDA 
Ampicilin  Sigma, ZDA 
Benzamidin Sigma, ZDA 
Etanol (EtOH) Carlo Erba Reagents, Italija 
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Nadaljevanje Preglednice 1: seznam uporabljenih kemikalij. 
 
Kemikalija Proizvajalec 
Etilendiamintetraocetna kislina (EDTA) Merck, Nemčija 
Fenilmetilsulfonil fluorid (PMSF) Sigma, ZDA 
Goveji serumski albumin (BSA) Sigma, ZDA 
Kloroform Carlo Erba Reagents, Italija 
HIS-Select Nickel Affinity Gel Sigma, ZDA 
Izopropil β-D-tiogalaktozid Sigma, ZDA 
Imidazol Sigma, ZDA 
Glicerol Carlo Erba Reagents, Italija 
Barvilo SimplyBlueTM SafeStain Thermo Fisher Scientific, ZDA 
Vodikov peroksid (H2O2) Merck, Nemčija 
Membrane PVDF  Sigma, ZDA 
EASYpack Protease Inhibitor Cocktail Roche, Švica 
β-Merkaptoetanol Sigma, ZDA 
  
 
3.1.2 Komercialni kompleti 
Preglednica 2: komercialni kompleti. 
Komplet Proizvajalec 
GeneJET Plasmid Miniprep Kit Thermo Fisher Scientific, ZDA 
GeneJET PCR Purification Kit Thermo Fisher Scientific, ZDA 
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Preglednica 3: gojišča. 
Gojišče Sestavine 
Luria-Bertani (LB) 1 % (m : V) tripton 
0.5 % (m : V) kvasni ekstrakt 
1 % (m : V) NaCl 
 
Luria-Bertani (LB) Amp 25 g/L LB 
100 mg/mL Amp 
 
Luria-Bertani (LB) Cm 25 g/L LB 
100 mg/mL Cm 
 
 
3.1.4 Bakterijski sevi 
Preglednica 4: uporabljeni bakterijski sevi E. coli. 
Bakterijski sev Genotipske lastnosti 
DH5α F‾endA1 glnV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 




BL21(DE3) pLysE T7p07 ind1 sam7 nin5]) [malB⁺]K-12(λS) 
pLysS[T7p20 orip15A](CmR)  
 
3.1.5 Raztopine in pufri 
Preglednica 5: sestava raztopin in pufrov. 
Pufer ali raztopina Sestava 
Pufer za lizo 50 mM NaH2PO4 x 2H2O, 300 mM 
NaCl, pH 7,5 
 
Pufer za dializo 20 mM Tris, pH 7,5 
Pufer za spiranje 50 mM NaH2PO4 x 2H2O, 300 mM 
NaCl, 25 mM imidazol pH 7,5 
 
Pufer za elucijo 50 mM NaH2PO4 x 2H2O, 300 mM 
NaCl, 300 mM imidazol, pH 7,5 
 
 se nadaljuje 
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Nadaljevanje Preglednice 5: sestava raztopin in pufrov. 
 
Pufer ali raztopina Sestava 
NaDS elektroforezni pufer 250 mM Tris, 1,92 M 
glicin, 1 % (m : v) NaDS 
 
NaDS ločevalni gel, 12 % Akrilamid (1,5 mL), dH2O (2,586 mL), 3 
M Tris (625 μL), 10 % NaDS (33,5 μL), 
1.5% APS (250 μL), TEMED (5 μL) 
 
NaDS nanašalni gel Akrilamid (300 μL), dH2O (1,767 mL), 
0,5 M Tris (750 μL), 10 % NaDS (30 μL), 
1.5% APS (150 μL), TEMED (3 μL) 
 
Pufer za vezikle  20 mM Tris, 140 mM NaCl, 1 mM 
EDTA, pH 7,5 
 
3.1.6 Plazmidi 
Preglednica 6: uporabljeni plazmidi. 
Plazmid Vir 
pET-21b(+) Novagen, ZDA 
 
3.1.7 Lipidni vezikli 
Preglednica 7: uporabljeni lipidni vezikli. 
Lipidni vezikli Molarno razmerje 
SM : Hol 1 : 1  
POPC : Hol 1 : 1 
CPE : POPC 1 : 1  
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3.1.9 Laboratorijska oprema 
Preglednica 9: laboratorijska oprema. 
Oprema Proizvajalec 
Aparatura za agarozno elektroforezo: 
elektroforezni aparat Mini submarine 
unit, usmernik EPS 1001 
Amersham Pharmacia Biotech, Velika 
Britanija 
Aparatura za NaDS-PAGE Bio-Rad, ZDA 
Avtoklav Kambič, Slovenija 
Aparatura za prenos Western iBLOT Gel 
Transfer Device 
 
Life technologies, ZDA 
Aparatura PCR Eppendorf, Nemčija 
Centrifuga Sigma 3-30 KS Sigma, Nemčija 
Centrifuga Eppendorf Centrifuge 5418 Eppendorf, Nemčija 
Centrifuga Sorvall LYNX 6000 Thermo Scientific, ZDA 
Digestorij Waldner, Nemčija 
Električni kuhalnik Korona Electric, Nemčija 
Hladilniki Gorenje, Slovenija 
Laminarij Iskra, Slovenija 
pH-meter Mettler Toledo, Nemčija 
Rotavapor R-134 Büchi, Švica 
Sonikator Ultrasonic Processor Cole-Parmer, ZDA 
Spektrofotometer NanoDrop 1000 Thermo Scientific, ZDA 
Stresalnik Innova 2300 New Brunswick Scientific, ZDA 
Steklene kroglice Sigma-Aldrich, ZDA 
Tehtnica Sartorius, Švedska 
Termostatiran stresalnik TS-100 BioSan, Latvija 
Zamrzovalnik Liebherr, Nemčija 
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3.2.1 Priprava plazmidnih vektorjev in izolacija spremenjenih različic EryA 
Pri Sigma-Aldrich (Nemčija) smo naročili šest smernih in šest protismernih začetnih 
oligonukleotidov za uvedbo šestih točkovnih mutacij pri proteinu EryA.  
 
Endapally in sodelavci (2019) so pokazali, da so aminokislinski ostanki W28, W96 in K99, 
ki sestavljajo vezavni žep, ključni za interakcijo OlyA6 z lipidnimi vezikli s sestavo SM/Hol. 
Omenjene aminokislinske ostanke smo izbrali kot mesta za mutagenezo, da bi preverili, ali 
so ključni tudi za interakcijo EryA z lipidnimi vezikli s sestavo CPE/Hol. Aminokislinske 
ostanke na omenjenih treh mestih smo, tako kot peto in šesto mesto za mutagenezo (T98 in 
E69), izbrali tudi na podlagi poravnave strukture OlyA6 z modelom strukture EryA, saj se 
nekateri aminokislinski ostanki EryA strukturno nahajajo na enakem mestu, kot pri 
vezavnem žepu OlyA6 (opisano v poglavju 4.3).  
 
Bhat in sodelavci (2015) so predvidevali, da je aminokislinski ostanek Y91 ključen za 
interakcijo egerolizinov z membrano. EryA nima ohranjenega tirozinskega ostanka Y91, ki 
je prisoten pri proteinih OlyA6 in PlyA2 in naj bi skupaj s triptofanskima ostankoma  na 
mestu 28 in 96 tvoril vezavno mesto za lipide (Lenarčič, 2018). Zato smo A91 izbrali za 
mutagenezo, da bi preverili, kje leži odgovor za specifično vezavo EryA na CPE. EryA se 
za razliko od PlyA2 in OlyA6 ne veže na lipidne vezikle s sestavo SM/Hol, ampak specifično 
samo na lipidne vezikle s sestavo CPE/Hol. 
 
Kot vektor za prenos mutiranega gena v bakterijo smo uporabili plazmidni vektor 
pET21c(+). Najprej smo morali v plazmidni vektor vgraditi mutirane gene in nato plazmidni 
vektor z mutiranim genom pomnožiti. To smo izvedli s postopkom, imenovanim mutageneza 
z verižno reakcijo s polimerazo (PCR).  
3.2.1.1 Priprava plazmidnih vektorjev za izražanje spremenjenih različic EryA 
Začetne oligonukleotide smo oblikovali glede na gen za EryA, ki se je nahajal v plazmidnem 
vektorju pET21c(+). Ob prileganju komplementarnih začetnih oligonukleotidov na gen v 
plazmidu smo na želenem mestu dobili vgrajeno drugo aminokislino, saj je začetni 
oligonukleotid na določenem mestu vseboval zamenjan nukleotidni ostanek.  
 
Za izvedbo PCR smo uporabili 2,2 ng plazmida (nahajal se je v koncentraciji 0,55 ng/µL). 
Določili smo, da bomo imeli 25 µL reakcijskega volumna. Plazmid in začetne 
oligonukleotide smo ustrezno redčili. Pripravili smo si reakcijsko zmes in izvedli reakcijo 
PCR s DNA polimerazo Phusion. Ker je bila dolžina našega plazmida 5000 bp in ker 
polimeraza Phusion pomnožuje 1000 bp v 15 s, smo čas podaljševanje nastavili na 75 s.  
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Preglednica 10: reakcijska zmes za PCR s Phusion DNA polimerazo. 
Komponenta Volumen (µL) 
Voda 13,25 
5x Phusion HF pufer 5 
dNTP (10 mM) 0,5 
Smerni začetni oligonukleotid 1 
Protismerni začetni oligonukleotid 1 
Plazmid  4 
DNA polimeraza Phusion  0,25 
Preglednica 11: program za PCR. 
Segment Čas (s) Temperatura (°C) 
Začetna denaturacija 30 98 




Podaljševanje 75 72 
Ustavitev ∞ 4 
 
Reakcijo PCR smo izvedli tudi na drug način in sicer s komercialnim kompletom 
»QuickChange II Site-Directed Mutagenesis Kit«. Po navodilih proizvajalca smo pripravili 
reakcijsko zmes.  
 
Preglednica 12: reakcijska zmes za PCR s komercialnim kompletom »QuickChange II Site-Directed 
Mutagenesis Kit«. 
Komponenta Volumen (µL) 
10x reakcijski pufer 2,5 
Matrična DNA 2 
Zmes dNTP-jev 0,5 
Smerni začetni oligonukleotid 1 
Protismerni začetni oligonukleotid 1 
PfuTurbo DNA polimeraza 0,5 
dH2O do 25 
 
3.2.1.2 Agarozna gelska elektroforeza 
Po reakciji smo na 4-odstotni agarozni gel v prvo jamico nanesli 3 µL standarda (Thermo 
Scientific, ZDA), v ostalih šest jamic pa po 4 µL vsakega posameznega vzorca, zmešanega 
z 1 µL 5-kratnega nanašalnega pufra. Elektroforeza je potekala pri 100 V, 20 min. Tako smo 
določili velikost molekul DNA, glede na standard.  
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3.2.1.3 Čiščenje pomnožkov po reakciji PCR 
Pomnožke smo nato očistili s komercialnim kompletom »GeneJET PCR Purification Kit«, 
po navodilih proizvajalca. Na ta način smo se znebili encimov in pufrov. Sledilo je rezanje 
matrične DNA z encimom DpnI. K 17 µL mešanice plazmidov smo dodali 1 µL encima in 
2 µL pufra. Vzorec smo 20 min inkubirali pri 37 °C.  
3.2.2 Transformacija kompetentnih celic E.coli 
Po protokolu je za transformacijo potrebna količina plazmidov med 30 in 50 ng. S 
spektrofotometrom NanoDrop 1000 (Thermo Scientific, ZDA) je bila izmerjena 
koncentracija šestih pridobljenih plazmidov med 41 in 100 ng/µL. Odpipetirali smo ustrezno 
količino posameznih plazmidov v 100 µL kompetentnih bakterijskih celic seva E. coli 
DH5α. Vzorec smo imeli ves čas na ledu. Nato smo inkubirali 10 min pri sobni T. 
Mikrocentrifugirko s celicami in plazmidno DNA smo nato prenesli v vodno kopel pri 42 
°C za 90 s in nato nazaj na led za 2 min. Aseptično smo dodali 400 µL tekočega gojišča LB, 
ter mikrocentrifugirko inkubirali 1 uro pri 37 °C. S pipeto smo na agarsko ploščo z dodanim 
ampicilinom nacepili 200 µL transformiranih celic in jih gojili preko noči pri 37 °C.  
3.2.2.1 Izolacija plazmidne DNA 
V 10 mL tekočega gojišča LB Amp smo naslednji dan prenesli eno kolonijo rekombinantnih 
bakterijskih celic in jih gojili preko noči. Naslednji dan smo jih 10 min centrifugirali na 
10.000 obr./min in iz celične usedline izolirali rekombinantni plazmid s komercialnim 
kompletom »GeneJET Plasmid Miniprep« (Thermo Scientific, ZDA) po navodilih 
proizvajalca. Koncentracijo in čistost pDNA smo izmerili s spektrofotometrom NanoDrop 
1000 (Thermo Scientific, ZDA). 
Vseh šest vzorcev plazmidne DNA z mutiranimi zapisi za EryA smo poslali sekvencirat v 
Švico na podjetje Microsynth. Tako smo preverili ali smo uspešno uvedli mutacije na 
posameznih, načrtovanih mestih.  
3.2.2.2 Transformacija v bakterijskih sev za izražanje proteina 
Ko smo potrdili pravilnost zaporedja genov za vseh šest različic EryA, je ponovno sledil 
postopek transformacije, kot je opisano v poglavju 3.2.2, vendar tokrat v seve kompetentnih 
bakterijskih celic E.coli BL21(DE3) ali E.coli BL21(DE3) pLysE. Ob ognju smo s pipeto na 
plošče cepili 200 µL posameznih transformiranih celic in jih gojili čez noč pri 37°C. 
Naslednji dan smo po eno kolonijo iz posameznega vzorca bakterij prenesli vsakega v svojo 
epruveto z 10 mL tekočega gojišča LBAmpCm in čez noč gojili pri 37°C. 
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3.2.3 Izražanje, izolacija in čiščenje različic EryA 
Za izražanje rekombinantnih različic EryA smo si pripravili po 200 mL gojišč LB, po 
navodilih proizvajalca. Po avtoklaviranju smo 1 mL gojišča odpipetirali za slepo probo za 
merjenju optične gostote bakterij. V pripravljena gojišča LB smo dodali po 4 mL 
posameznih prekonočnih tekočih kultur transformiranih E.coli, 200 µL Amp in 100 µL Cm. 
Vzorce smo stresali pri 37°C in sproti merili optično gostoto pri 600 nm (OD600). Ko je 
optična gostota pri 600 nm dosegla 0,6, smo sprožili prepisovanje proteinov z 200 µL 1 M 
IPTG ter stresali čez noč pri 20 °C.  
Naslednji dan smo ločili gojišča od bakterijskih celic in sicer tako, da smo vzorce z 
bakterijskimi kulturami prelili v 250 mL centrifugirke in centrifugirali 10 min pri 4 °C. Ko 
smo odlili supernatante, smo usedlinam dodali fiziološko raztopino in steklene kroglice ter 
mešali. Suspenzije celic, brez steklenih kroglic, smo prelili v nove centrifugirke in ponovno 
centrifugirali 10 min pri 4 °C.  
3.2.3.1 Homogenizacija bakterijskih celic 
Pred postopkom homogenizacije smo stehtali biomaso bakterijskih celic in jim dodali 
ustrezne količine posameznih komponent za homogenizacijo. Na 1 g biomase smo 
posameznim vzorcem dodali 2 mL pufra za lizo. Na 1 mL pufra za lizo smo nato dodali 0,5 
mg lizocima, 5 U DNaza-benzonaze, 20 µL RNaze A ter benzamidin in proteazne inhibitorje 
PMSF v končnih koncentracijah 1 mM oziroma 0,5 mM. Vzorce smo dobro premešali 
(vrtinčnik) in prelili v plastične 5-mililitrske čaše. V nadaljevanju smo vzorce sonicirali z 
malo potopno sondo po protokolu: 1 s pulz in 2 s premor, 20 min z amplitudo 38 %. Lizate 
smo imeli ves čas na ledu in jih po sonikaciji prelili v 15 mL centrifugirke in centrifugirali 
30 min pri 4 °C in 15.500 obr./min. Po centrifugiranju smo ločeno shranili vse supernatante, 
v katerih smo pričakovali proteine v topni obliki. Shranili smo tudi vse usedline.  
3.2.3.2 Izolacija rekombinantnih proteinov z nikelj-afinitetno kromatografijo 
Proteini, ki imajo na N- ali C-terminalnem koncu polihistidinski repek, imajo visoko 
afiniteto do nikljevih kationov, ki so preko nitrilotriocetne kisline imobilizirani na agarozne 
kroglice.  
Najprej smo gravitacijske kolone očistili z NaOH, vodo, HCl in EtOH. Kolone smo zamašili 
in v vsako odpipetirali po 200 µL agaroze Ni-NTA, kot nosilec nikljevih kationov (HIS-
Select R Nickel Affinity Gel, Sigma, ZDA). Nato smo vsako kolono do vrha napolnili s 
pufrom za lizo in odmašili čep, da je pufer za lizo stekel skozi. S tem korakom smo se znebili 
EtOH, v katerem je shranjena agaroza Ni-NTA. Ponovno smo zamašili kolone in v vsako 
odpipetirali posamezen supernatant, ki smo ga pridobili po lizi bakterij. V hladni sobi pri 
4°C smo vzorce stresali 30 min pri 70 obr./min.  
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Po 30 min smo kolone odmašili in ujeli nevezane frakcije. Na posamezno kolono smo 
odpipetirali po 5 mL pufra za lizo (pH 7,5) in jih prestregli. To smo ponovili še z 1 mL pufra 
za spiranje (pH 7,5). Na koncu smo na kolone odpipetirali še 1 mL pufra za elucijo (pH 7,5) 
z visoko koncentracijo imidazola in pretok iz kolon naravnali na počasi, s čimer smo proteine 
sprali s kolon. Vsak vzorec smo odpipetirali v posamezno dializno črevo Spectra/Por R z 
velikostjo por prepustnosti 3,5 kDa (Spectrum Labs, ZDA) in jih dializirali proti 20 mM 
pufru Tris preko noči na magnetnem mešalu v hladni sobi pri 4°C. 
3.2.3.3 Izolacija EryA(E69A) iz inkluzijskih telesc 
Različice EryA(E69A) nismo uspešno izolirali v topni obliki, zato smo uporabili še protokol 
za izolacijo netopnega proteina. Transformacijo in homogenizacijo smo izvedli na enak 
način kot je opisano v poglavjih 3.2.2.2 in 3.2.3.1. Bakterijske kulture pa tokrat nismo gojili 
čez noč pri 20 °C, ampak 4 ure pri 37 °C. Pri postopku homogenizacije smo ob vseh naštetih 
snoveh v poglavju 3.2.3.1 dodali še β-merkaptoetanol v končni koncentraciji 20 mM. Po 
centrifugiranjih naj bi se naš protein v končnem koraku nahajal v usedlini, v netopni obliki. 
Sledilo je spiranje in raztapljanje inkluzijskih telesc po protokolu. Vzorec smo počasi po 
kapljicah dodajali v 100-kratni volumen raztopine (20 mM Tris-HCl, 0,5 M NaCl, 6 M Gdn-
HCl, 5 mM imidazol, 5 mM β-merkaptoetanol) v hladni sobi na magnetnem mešalu. Tako 
smo protein, ki se je prej nahajal v netopni obliki, nepravilno zvit, ponovno pravilno zvili. 
Netopne delce smo odstranili s 30 min centrifugiranjem pri 24.600 obr./min in 4 °C. 
Supernatant smo nanesli na gravitacijsko kolono in protein izolirali z Ni-afinitetno 
kromatografijo, kot je opisano v poglavju 3.2.3.2. 
3.2.3.4 Izolacija EryA(E69A) pri različnih koncentracijah IPTG in različnih temperaturah 
Različice EryA(E69A) prav tako nismo uspešno izolirali iz inkluzijskih telesc, zato smo 
protein poskusili izolirati še pri različnih pogojih. Odločili smo se, da bomo izolacijo izvedli 
z dodatkom različnih koncentracij IPTG in gojenjem pri različnih T. Transformacijo smo 
izvedli na enak način, kot je opisano v poglavju 3.2.2.2. Pripravili smo si bakterijsko kulturo 
na enak način, kot opisano v začetku poglavja 3.2.3, vendar smo bakterijske kulture v treh 
erlenmajericah inducirali z IPTG, s končnimi koncentracijami 0,5 mM, 1 mM, 1,5 mM in 
vse tri čez noč stresali pri 20 °C. Ostale tri bakterijske kulture smo prav tako inducirali z 
IPTG, s končnimi koncentracijami 0,5 mM, 1 mM, 1,5 mM, vendar smo kulture gojili 4 ure 
pri 37 °C. Nadalje smo sledili enakemu postopku, kot opisano v poglavju 3.2.3. 
3.2.3.5 Merjenje koncentracije in čistosti  
Po dializi smo proteine odpipetirali iz dializnega črevesa v mikrocentrifugirko in z 
merjenjem absorbance pri 280 nm s pomočjo spektrometra NanoDrop 1000 (Thermo 
Scientific, ZDA) izmerili koncentracijo in čistost vsakega posameznega proteina. Za meritve 
smo potrebovali ekstincijski koeficient posameznega proteina, ki smo ga pridobili z orodjem 
ProtParam.  
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Koncentracijo posameznih izoliranih proteinov smo izmerili tudi s pomočjo komercialnega 
kompleta BCA. Gre za princip, kjer koncentracijo proteinov izračunamo s pomočjo 
standardov in umeritvene krivulje. Na ploščo s 96 luknjicami smo v vsako luknjico nanesli 
po 10 µL standarda (BSA) z znanimi koncentracijami. V eno luknjico smo za slepo meritev 
odpipetirali 10 µL vode. V ostale luknjice smo odpipetirali 10 µL vsakega proteina. 
Reagenta A in B smo zamešali v razmerju 50:1 in po 190 µL tako pripravljene raztopine 
smo odpipetirali v vsako polno luknjico. Ploščo smo inkubirali 30 min pri 37 °C in pomerili 
vrednosti absorbance pri valovni dolžini 550 nm. Izpisane podatke smo uredili in izrisali 
umeritveno krivuljo, na podlagi katere smo izračunali koncentracije vseh pridobljenih 
proteinov. 
3.2.3.5.1 Poliakrilamidna elektroforeza v prisotnosti natrijevega dodecil sulfata 
Prisotnost posameznega rekombinantnega proteina smo zasledovali s poliakrilamidno 
elektroforezo v prisotnosti natrijevega dodecil sulfata (NaDS-PAGE). Dan prej smo si 
običajno pripravili gel, debeline 0,75 mm in z desetimi jamicami. Najprej smo si pripravili 
ločevalni gel, ki smo ga vlili med stekelci. Nanj smo odpipetirali izopropanol in počakali 20 
min. Izopropanol smo nato odlili, popivnali s papirnato brisačko in si pripravili sklopitveni 
gel, katerega smo nanesli na ločevalni gel. Vanj smo vstavili glavniček in počakali 20 min, 
da se je gel strdil. Za nanos na gel smo zamešali 5 µL 4-kratnega nanašalnega pufra in 15 
µL vzorca ter kuhali 10 min. V vsako jamico na gelu smo nanesli po 10 µL vzorca, le v prvo 
jamico 5 µL standarda. Elektroforezo smo izvajali 30 min pri 180 V. Gel smo razstavili iz 
nosilcev in ga 3-krat spirali v dH2O. Gel smo nato barvali 60 min v barvilu SimplyBlue Safe 
Stain.  
3.2.3.5.2 Metoda točkovnega odtisa in imunodetekcija 
Metodo točkovnega odtisa smo uporabili za imunodetekcijo različice EryA(E69A), da bi 
preverili, ali se le-ta nahaja v netopni obliki, saj ga po protokolu za izolacijo proteina v topni 
obliki nismo uspešno pridobili. Nitrocelulozno membrano smo narezali na približno 1 cm x 
1 cm velike kose in jih položili v luknjice plošče z 12 luknjicami. Na membrano v luknjici 
smo odpipetirali po 2 µL proteina, počakali, da se posuši in nato za vsak protein na isto 
mesto ponovno odpipetirali še 5-krat po 2 µL istega vzorca. V nadaljevanju smo 5 g mleka 
v prahu raztopili v 100 mL 1-kratnega pufra TBS in tako 2 h blokirali membrano. Sledilo je 
2 h inkubacije s primarnimi monoklonskimi mišjimi proti-histidinskimi (redčenje 1:2.000) 
in sekundarnimi monoklonskimi kozjimi proti-mišjimi protitelesi (redčenje 1:1.000), 
sklopljenimi s hrenovo peroksidazo, ob stresanju pri 70 obr./min na sobni T. Protitelesa so 
bila pripravljena v pufru TBS z dodanim 5-odstotnim mlekom v prahu. Med posameznimi 
inkubacijami smo spirali 3-krat po 10 min s pufrom TBS in na ta način izločili nevezana 
protitelesa. S peroksidaznim substratom smo kemoluminiscenčno zaznali proteine. 
Uporabili smo napravo G:BOX (Syngene, Velika Britanija). 
 
 
Trčak A. Izolacija in karakterizacija mutiranih različic erilizina A.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020  
27 
 
Na nitrocelulozne lističe smo odpipetirali tudi usedline po lizi bakterij (celični ostanki). S 
tem smo želeli preveriti, ali se proteini med izražanjem oborijo in ali nahajajo v netopni 
obliki. Pripravili smo si ureo, v kateri smo posamezne usedline najprej raztopili in jih na 
enak način, kot opisano v prejšnjem odstavku nanesli na membrano.  
3.2.4 Analize interakcij med različicami egerolizina EryA in lipidi 
V sklopu raziskave smo pripravili rekombinantni EryA in dodatno pet njegovih različic. 
Protein EryA(W28A) ima na mestu 28 aminokislinski ostanek triptofan zamenjan z 
alaninom, EryA(W96A) ima na mestu 96 triptofan nadomeščen z alaninom, EryA(K99A) 
ima lizin na mestu 99 nadomeščen z alaninom, EryA(T98A) ima na mestu 98 treonin 
nadomeščen z alaninom ter EryA(A91Y), ki ima na mestu 91 alanin nadomeščen z 
tirozinom. Interakcije vseh šestih različic z lipidi smo analizirali s pomočjo različnih metod, 
opisanih v tem poglavju. 
3.2.4.1 Priprava veziklov 
Ustrezno količino lipidov (Hol, SM in POPC), shranjenih pri -80 °C, smo raztopili v čistem 
kloroformu in CPE v mešanici kloroform:metanol (9:1,v:v) v digestoriju. V 1 mL pufra za 
vezikle smo odpipetirali ustrezno izračunano količino raztopljenih lipidov. Tako 
pripravljene lipide smo 40 min prepihovali z dušikom pri 50 °C. Po končanem postopku smo 
stekleničke stehtali ter preračunali količino lipidov. Manjkajočo tekočino smo nadomestili z 
miliQ in ne s pufrom, da smo ohranili ustrezno koncentracijo sestavin. Raztopljene lipide in 
pripravljene lipidne vezikle MLV, s sestavami CPE/POPC/Hol v molarnem razmerju 1:1:1 
in CPE/POPC, POPC/Hol, SM/Hol v molarnem razmerju 1:1, smo zamrznili pri -20 °C.  
 
Pripravili smo si tudi majhne unilamelarne vezikle (SUV), ki smo jih kasneje potrebovali za 
analizo interakcije proteinov z lipidi z uporabo površinske plazmonske resonance (SPR). 
Vezikle SUV smo dobili tako, da smo k 400 µL 1-kratnega pufra HEPES odpipetirali 100 
µL pripravljenih veziklov MLV in na ledu sonicirali z malo potopno sondo 30 min, in sicer 
po programu 10 s pulz in 10 s premor pri amplitudi 37 %. Iz veziklov MLV smo si pripravili 
tudi vezikle LUV, ki smo jih potrebovali za merjenje s površinsko plazmonsko resonanco 
(SPR). Pridobili smo jih z ekstruzijo preko polikarbonatne membrane z velikostjo por 0,1 
µm. 
3.2.4.2 Test sedimentacije 
V 1,5-mililitrsko mikrocentrifugirko smo odpipetirali 20 µL pripravljenih veziklov MLV s 
koncentracijo 5 mg/mL. Tako pripravljenim MLV-jem smo dodali 20 µL proteina s 
koncentracijo 0,5 mg/mL. Mešanico proteinov in MLV-jev smo inkubirali 30 min na 
stresalniku pri sobni T in 600 obr./min. Po inkubaciji smo vzorce centrifugirali 1 h pri 60.000 
obr./min in 4 °C. Supernatant, ki smo ga ves čas hranili na ledu, smo prenesli v novo 
mikrocentrifugirko, usedlino pa shranili za ločevanje z NaDS-PAGE. K supernatantu smo 
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dodali 12,5 µL 100 % TCA in na ledu inkubirali 10 min. Po inkubaciji smo vzorec 
centrifugirali 12 min pri 16.100 obr./min in 4 °C. Supernatant smo odstranili in zavrgli ter v 
mikrocentrifugirko odpipetirali 300 µL ledeno hladnega acetona. Vzorec smo nato 
centrifugirali 5 min pri 16.100 obr./min in 4 °C. Ponovno smo dodali ledeno hladni aceton 
in centrifugirali enako kot prej. Mikrocentrifugirko smo pustili 30 min odprto v digestoriju, 
da se je posušila. Posušen vzorec in shranjeno usedlino smo nanesli na NaDS-PAGE gel in 
tako preverili v katerem vzorcu se je nahajal protein, kot opisano v poglavju 3.2.3.5.1. 
3.2.4.3 Površinska plazmonska resonanca (SPR) 
Interakcije med petimi različicami EryA in štirimi različno grajenimi lipidnimi vezikli (v 
razmerju 1:1 in 1:1:1) smo preučevali na refraktometru Biacore T100 (GE Healthcare, ZDA) 
v realnem času. Pri sobni T smo spremljali vezavo proteinov na vezikle LUV. Uporabili smo 
čip L1. Najprej smo čip sprali z oktiglikozidom (OG). Fc1 je bila referenčna celica, Fc2 pa 
celica, na katero smo imobilizirali vezikle LUV. S pretokom BSA (60 s, 10 µL/min) preko 
obeh pretočnih celic smo preprečili nespecifične vezave. Preko obeh pretočnih celic smo 
nato vezali proteine, s koncentracijo 5 µM, 60 s, 10 µL/min. Na koncu delovanja smo čip 
regenerirali s 100 mM NaOH (60 s, 10 mL/min), 0,5 % NaDS (60 s, 10 mL/min) in 40 mM 
OG (120 s, pretok 10 mL/min). 
3.2.4.4 Test sproščanja kalceina 
Test temelji na časovnem poteku sproščanja fluorescenčnega barvila kalceina iz veziklov, v 
prisotnosti citolitičnih molekul. Uporabili smo ga za preverjanje litične aktivnosti vseh 
pridobljenih rekombinantnih proteinov. Fluorescenco kalceina smo merili s fluorimetrom 
Tecan 3100. Sproščanje kalceina smo spremljali 20 min pri eksitacijskem filtru 485 nm in 
filtru 535 nm za emitirano svetlobo. 
 
Preverili smo vezavo šestih proteinov v kombinaciji s proteinom PlyB iz glive P. ostreatus. 
V bučke za rotavapor smo odpipetirali ustrezne volumne že raztopljenih lipidov (poglavje 
3.2.4.1.), ki smo jih hranili v hladni sobi pri 4 °C. Bučke smo nato 1 h sušili na rotavaporju, 
s tem smo odstranili organska topila in dobili lipidni film. Lipidnemu filmu v bučki smo 
dodali pufer s kalceinom in steklene kroglice ter na vibracijskem stresalniku stresali nekaj 
min. Vzorec smo nato sonicirali z malo potopno sondo na ledu 10 min. Pri soniciranju so 
vezikli MLV razpadli na vezikle SUV, ki so vsebovali fluorescenčno barvilo kalcein. Sledila 
je gelska kromatografija, s čimer smo odstranili prosti kalcein iz okolice veziklov. Nato smo 
si pripravili 0,1 % BSA v dH2O in ga po 200 µL odpipetirali v vsako luknjico mikrotitrske 
plošče. Ploščo smo 30 min inkubirali pri sobni T. BSA smo odstranili tako, da smo ploščo 
dobro pretresli. Vezikle SUV smo redčili tako, da smo jim dodali 20 µL v 12 ml pufra za 
vezikle in nato po 100 µL raztopine odpipetirali v vse luknjice. 
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Vseh šest proteinov smo ustrezno redčili do različnih končnih koncentracije za izvedbo testa. 
Preračunali smo si, kolikšen volumen vsakega proteina, proteinskega partnerja PlyB in pufra 
za vezikle smo dodali v luknjice, da je bil končni volumen v vsaki luknjici mikrotitrske 
plošče 200 µL. Protein z določeno končno koncentracijo smo odpipetirali vsakega v svojo 
vrsto. Končne koncentracije so si sledile od najvišje do najnižje: 5 µM, 2,5 µM, 1,25 µM, 
0,6 µM, 0,3 µM, 0,15 µM, 0,06 µM in 0 µM. Začetna koncentracija proteinskega partnerja 
PlyB je bila 0,4 µM. Mikrotitrsko ploščo smo vstavili v mikročitalec in preverili sproščanje 
kalceina. Po končani meritvi smo odpipetirali v vsako luknjico še po 2 µL 2 % detergenta 
Triton X-100 in spet pomerili fluorescenco pri popolni lizi. Začetna fluorescenca je brez 
dodane snovi, ki jo testiramo. Podatke smo obdelali in krivulje izrisali v računalniškem 
programu OriginPro 2017. Odstotek sproščenega kalceina smo določili po naslednji formuli: 
 
 % sproščenega kalceina = (Fizm-Fmin)/(Fmax-Fmin) x 100                                    … (1) 
 
Fizm – najvišja izmerjena vrednost fluorescence po dodatku proteinskega partnerja PlyB 
Fmax – najvišja izmerjena vrednost fluorescence po dodatku detergenta Triton-X-100 
Fmin – začetna fluorescenca 
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 PORAVNAVA AMINOKISLINSKIH ZAPOREDIJ EryA, OlyA, OlyA6, PlyA, 
PlyA2 
Aminokislinska zaporedja egerolizinov EryA, OlyA, OlyA6, PlyA in PlyA2 smo pridobili 
iz podatkovne zbirke UniProt. V programu Clustal Omega smo jih medsebojno poravnali. 
Poravnana zaporedja smo nato odprli s programom Jalview, kjer smo uredili izgled in jih 
dopolnili s konsenznim zaporedjem. Endapally in sodelavci (2019) so pokazali, da so 
aminokislinski ostanki W28, W96 in K99, ki sestavljajo vezavni žep, ključni za interakcijo 
OlyA6 z lipidnimi vezikli s sestavo SM/Hol. Iz Slike 4 je razvidno, da aminokislinski ostanki 
W28, E69, W96 in K99 ležijo na enakem mestu tudi pri proteinu EryA in najverjetneje 
gradijo tudi vezavni žep EryA (opisano v poglavju 4.3). Zato smo jih izbrali kot mesta za 
mutagenezo, da bi preverili, ali so ključni tudi za interakcijo EryA z lipidnimi vezikli s 
sestavo CPE/Hol. S pomočjo egerolizina OlyA6(E69A) so Endapally in sodelavci (2019) 
lahko razlikovali dve različni konformaciji SM v membrani. Hkrati bi tako torej lahko 
preverili, ali različica EryA(E69A) prepozna dve različni konformaciji CPE. Iz poravnav je 
tako razvidno, da so vsi prej omenjeni aminokislinski ostanki ohranjeni pri vseh egerolizinih. 
Na 98. mestu je pri EryA in OlyA treonin. Pri OlyA6, PlyA in PlyA2 je na tem mestu serin. 
To mesto smo izbrali za mutagenezo, saj serin na mestu 98 pri OlyA6 gradi vezavni žep in 
leži strukturno na enakem mestu kot treonin na mestu 98 pri EryA. Zato bi ta aminokislinski 
ostanek prav tako lahko imel ključno vlogo pri vezavi EryA na CPE (opisano v poglavju 
4.3).  
EryA nima ohranjenega tirozinskega ostanka Y91 (prikazano s puščico na Sliki 4), ki je 
prisoten pri proteinih OlyA6 in PlyA2 in naj bi skupaj s triptofanskima ostankoma na mestih 
28 in 96 tvoril vezavno mesto za lipide (Lenarčič, 2018). OlyA6 se veže na membrane, 
bogate s SM/Hol, medtem ko jih EryA ne prepozna. EryA se, kot že prej omenjeno, 
specifično veže na lipidne vezikle s sestavo CPE/Hol. Zato bi lahko na tem mestu ležal 
odgovor za specifično vezavo EryA na CPE in smo tukaj uvedli mutacijo. 
  
Slika 4: Poravnave aminokislinskih zaporedij egerolizinov EryA, OlyA, OlyA6, PlyA in PlyA2. 
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 PORAVNAVA AMINOKISLINSKIH ZAPOREDIJ VSEH REKOMBINANTNIH 
PROTEINOV 
Na enak način kot v poglavju 4.1 smo poravnali aminokislinska zaporedja proteina EryA in 
vseh njegovih šest različic. Različice so imele zamenjano po eno aminokislino, na točno 
določenem mestu. Za zamenjavo aminokislin smo uporabili mutagenezo s PCR (opisano v 
poglavjih 3.2.1 in 3.2.1.1). Rezultati sekvenciranja posameznega konstrukta so v 
nadaljevanju potrdili uspešnost mutageneze. Kot že omenjeno, smo na podlagi primerjav 
EryA z ostalimi proteini (opisano v poglavju 4.1), pripravili šest različic EryA. Na Sliki 5 je 
iz poravnave v primerjavi z nativnim EryA razvidno, da smo na mestu 28 in 96 zamenjali 
triptofan (W) za alanin (A), na mestu 69 smo glutaminsko kislino (E) zamenjali za alanin 
(A), na mestu 91 smo alanin (A) zamenjali za tirozin (Y), na mestu 98 smo treonin (T) 
zamenjali za alanin (A) in na mestu 99 smo lizin (K) zamenjali za alanin (A). Želeli smo 
pridobiti šest različic EryA, da bi preverili, kateri aminokislinski ostanki so ključni za vezavo 
proteina na CPE. Posledično smo želeli pridobiti kompleks, ki ima višjo citolitično aktivnost, 
kot EryA/PlyB (opisano v poglavjih 4.6 in 4.7). 
  
Slika 5: Poravnave aminokislinskih zaporedij proteina EryA in njegovih različic. 
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 PRIMERJAVA PROTEINA EryA S PROTEINOM OlyA6 
Strukturo proteina OlyA6 smo pridobili iz proteinske podatkovne banke (angl., protein data 
bank; PDB). Z orodjem I-TASSER smo pripravili model strukture EryA. Nato smo v 
programu Chimera vizualizirali in poravnali strukturo OlyA6 z modelom strukture EryA. 
Označili smo aminokislinske ostanke OlyA6, ki gradijo vezavni žep in so pomembni za 
vezavo proteina na lipidne vezikle s sestavo SM/Hol (Endapally in sod., 2019). Glede na 
poravnavo lahko sklepamo, da sta vezavna žepa OlyA6 in EryA najverjetneje zelo podobna. 
Iz vizualizacije primerjave smo analizirali pozicije aminokislinskih ostankov žepa pri OlyA6 
in jih primerjali s pozicijami aminokislinskih ostankov pri EryA, ter naredili načrt različic 
EryA. Aminokislinske ostanke, ki smo jih izbrali na podlagi podobnosti vezavnih žepov 
OlyA6 in EryA, smo spremenili, da bi preverili ali so ključni tudi za interakcijo EryA z 
lipidnimi vezikli s sestavo CPE/Hol. 
 
Slika 6 prikazuje poravnavo strukture OlyA6 z modelom strukture EryA. Prikazana sta 
aminokislinska ostanka W28 in K99, ki predstavljata mejo žepa pri OlyA6. Skupaj z W96 
predstavljajo ključne aminokislinske ostanke za vezavo proteina na lipidne vezikle s sestavo 
SM/Hol (Endapally in sod., 2019). Na Sliki 6 so z modro barvo prikazani vsi aminokislinski 
ostanki EryA, ki smo jih zamenjali v sklopu mutageneze (W28, E69, T98, Y91, W96, K99). 
Z rdečo barvo je prikazn protein OlyA6. Razvidno je, da se določeni aminokislinski ostanki 
vezavnega žepa nahajajo na istem mestu terciarne strukture pri obeh proteinih (T98 in Y91).  
  
Slika 6: Poravnava strukture OlyA6 z modelom strukture EryA.  
S črkami in številkami so prikazane zamenjave iz ene aminokisline v drugo, ki smo jih zamenjali v sklopu 
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Na Sliki 7 je predstavljena površina modela strukture proteina EryA. S svetlo modro barvo 
so predstavljene aminokisline, ki naj bi bile pomembne za vezavo proteina na CPE oziroma 
vezavni žep EryA. Alanin na mestu 91 ni sestavni del za vezavo pomembnega žepa. Kljub 
temu smo želeli preveriti, ali je le-ta ključen za specifično interakcijo proteina s CPE 
(opisano pri Sliki 8). Triptofana na mestih 28 in 96, lizin na mestu 99, tirozin na mestu 98 
ter glutaminska kislina na mestu 69 naj bi, glede na poravnavo z OlyA6, gradili tudi vezavni 
žep EryA. Prikazane aminokislinske ostanke smo zamenjali v sklopu mutageneze, da bi 




Slika 7: Model strukture proteina EryA.  
Iz poravnave je razvidno je, da sta žepa OlyA6 in EryA podobno grajena in ju najverjetneje gradijo enaki 
aminokislinski ostanki. S svetlo modro barvo je prikazan vezavni žep EryA. S črkami in številkami so 
prikazane aminokisline, od katerih so nekatere na strukturno enakih mestih v primerjavi z OlyA6, ki smo jih 
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Slika 8 prikazuje površino poravnanih egerolizinov OlyA6 in EryA. Z modro barvo je 
prikazana površina modela strukture EryA. Z rdečo barvo je prikazana površina OlyA6. Kot 
je s črkami in številkami izpisano na sliki, je na mestu 91 pri EryA alanin in pri OlyA6 tirozin 
(Lenarčič, 2018). OlyA6 se veže na membrane bogate s SM/Hol, medtem ko se EryA nanje 
ne veže. Tukaj bi, zaradi omenjenega dejstva, lahko ležal odgovor za specifičnost vezave 
EryA na CPE. Alanin smo v procesu mutageneze zamenjali za tirozin (različica 
EryA(A91Y)). Na desni strani slike je označen aminokislinski ostanek glutaminska kislina, 
ki pri obeh proteinih leži strukturno na enakem mestu 69. Zamenjali smo ga z alaninom 




Slika 8: Površina poravnane strukture OlyA6 z modelom strukture EryA.  
Mesto 91 je strukturno na enaki poziciji pri obeh proteinih. OlyA6 ima na tem mestu tirozin (Y) in EryA alanin 
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 IZOLACIJA RAZLIČIC PROTEINA EryA 
Rekombinantni protein EryA in njegovih šest različic smo po izolaciji nanesli na gel za 
poliakrilamidno elektroforezo. Po NaDS-PAGE smo gel pobarvali in ga analizirali s 
pomočjo aparature za dokumentiranje gelov G:BOX. Glede na lestvico, ki je bila 
odpipetirana v prvo jamico, smo pričakovali liso na gelu približno v ravnini, ki označuje 
proteine v velikosti 15 kDa.  
  
Slika 9: Ločevanje rekombinantnih različic EryA s poliakrilamidno elektroforezo v prisotnosti 
natrijevega dodecil sulfata.  
Rekombinantne različice EryA zaznamo kot proteine velikosti 16 kDa, kar je označena s puščico. V vzorcu 
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 IMUNODETEKCIJA PROTEINA EryA(E69A) 
Različice proteina EryA(E69A) po več poskusih nismo uspeli uspešno izolirati v topni 
obliki. Predvidevali smo, da se protein lahko med izolacijo obori in tako ostane v netopni 
obliki oziroma v inkluzijskih telescih. Izolacijo smo izvedli tudi po protokolu izolacije 
proteinov iz inkluzijskih telesc. Bakterijske celice smo gojili pod različnimi pogoji in ob 
dodatku različnih koncentracij IPTG. Po homogenizaciji (opisano v poglavju 3.2.3.1) smo 
supernatante in usedline raztopljene v urei nanesli na nitrocelulozno membrano in izvedli 
točkovni nanos lipidov v povezavi z imunodetekcijo. S tem smo še pred izolacijo preverili, 
ali se naš protein tokrat res nahaja v usedlini.  
 
V luknjicah, kamor smo nanesli po 12 µl raztopljenega supernatanta, ne vidimo nobenih 
sprememb na nitrocelulozni membrani (1A-2B) (Slika 10). V luknjico, kamor smo nanesli 
različico EryA(A91Y), kot pozitivno kontrolo, vidimo veliko obarvanost (3B). V vse 
naslednje luknjice smo nanesli raztopljene usedline različice EryA(E69A) (4B-4C). V vseh 
luknjicah lahko opazimo rahlo obarvanost, ki nakazuje na prisotnost proteina v netopni 
obliki (4B-4C). Bakterije v vseh luknjicah so bile gojene pri različnih temperaturah in 
koncentracijah IPTG, kot opisano v poglavju 3.2.3.4. 
 
  




Slika 10: Imunodetekcija proteina EryA(E69A).  
Iz slike je razvidno, da je točkovni nanos različice EryA(A91Y), kot pozitivne kontrole, povzročil obarvanost 
(3B). Točkovni nanos vseh raztopljenih usedlin različic EryA(E69A) je povzročil rahlo obarvanost (4B-4C). 
V ostalih luknjicah ni obarvanosti (1A-2B). 
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 KALCEINSKI TEST POROTVORNOSTI 
Test porotvornosti smo uporabili za preverjanje litične aktivnosti vseh različic proteina EryA 
v mešanici s proteinskim partnerjem PlyB. Uporabili smo vezikle SUV CPE/POPC/Hol v 
molarnem razmerju 1:1:1 in CPE/POPC, POPC/Hol in SM/Hol v molarnem razmerju 1:1.  
 
Iz Slike 11 je razvidno, da so krivulje, ki prikazujejo permeabilizacijsk aktivnost različic 
EryA(A91Y), EryA(T98A) in EryA v kombinaciji s PlyB v prvih 250 s oziroma 4 min strmo 
naraščale, če smo proteine dodali veziklom CPE:POPC:Hol. V tem času se je iz veziklov 
sprostilo skoraj 85 % vsega kalceina. Pri različici EryA(K99A) je krivulja na začetku rahlo 
naraščala, vendar se je sproščanje pri 10 % sproščenega kalceina ustalilo. Pri različicah 
EryA(W96A) in EryA(W28A) smo zaznali relativno nizek delež sproščenega kalceina, 
medtem ko je količina sproščenega kalceina iz veziklov SUV s sestavo CPE/POPC, 
POPC/Hol, SM/Hol v molarnem razmerju 1:1, za vse različice in nespremenjen protein 
praktično zanemarljiva (ni prikaza rezultatov).  
  
Slika 11: Časovni potek spročanja kalceina iz veziklov CPE/POPC/Hol (1:1:1).  
EryA ima v kombinaciji s PlyB visok procent sproščenega kalceina enako kot različici EryA(A91Y) in 
EryA(T98A), ki jima je bil dodan PlyB v ustreznem razmerju. Pri različici EryA(K99A) v kombinaciji s PlyB 
je krivulja na začetku rahlo naraščala, vendar se je sproščanje pri 10 % ustalilo. Različici EryA(W96A) in 
EryA(W28A) v kombinaciji s PlyB imata zanemarljivo nizek procent sproščenega kalceina iz veziklov.  
 
Trčak A. Izolacija in karakterizacija mutiranih različic erilizina A.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2020  
38 
 
 ANALIZE INTERAKCIJE PROTEINOV Z LIPIDI Z UPORABO POVRŠINSKE 
PLAZMONSKE RESONANCE  
Z uporabo površinske plazmonske resonance smo analizirali interakcije med šestimi 
različicami EryA in štirimi različno grajenimi LUV ekvimolarne sestave CPE/POPC/Hol, 
CPE/POPC, POPC/Hol ali SM/Hol. Interakcije smo preučevali na refraktometru Biacore 
T100 (GE Healthcare, ZDA). Preko čipa L1 smo vezali proteine, v koncentraciji 5 µM. Na 
čipu so bili predhodno fiksirani vezikli. V primeru veziklov CPE/POPC/Hol (Slika 12 A) so 
se različice EryA(A91Y), EryA(T98A) in nespremenjen EryA vezale na vezikle. Pri ostalih 
različicah ni bilo vezave. V primerih lipidnega sistema CPE/POPC, POPC/Hol ali SM/Hol 
noben protein ni interagiral z omenjenimi vezikli (Slika 12 A, B, C). Točkovne zamenjave 
v teh primerih niso vplivale na interakcijo proteinov z LUV s prej omenjeno sestavo. Tudi 
različice EryA(A91Y) ne interagira z vezikli SM/Hol, čeprav je na za vezavo pomembnem 
mestu 91 tirozin, ki pri proteinu PlyA2 s holinsko glavo SM tvori stabilne kation-π 
interakcije in je pomemben za vezavo na vezikle s sestavo SM/Hol (Bhat in sod., 2015).   
Slika 12: Senzogrami interakcij vseh pridobljenih rekombinantnih EryA z vezikli različne sestave.  
EryA(W28A), EryA(W96A), EryA(K99A) ne interagirajo z imobiliziranimi vezikli LUV s sestavo 
CPE/POPC/Hol (1:1:1) in CPE/POPC, POPC/Hol, SM/Hol v molarnem razmerju 1:1. EryA(A91Y), 
EryA(T98A), tako kot nespremenjen EryA interagirata z imobiliziranimi vezikli LUV s sestavo 
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V nalogi smo želeli ugotoviti, kje leži odgovor za specifično interakcijo EryA s CPE. 
Posledično smo želeli pridobiti kompleks, ki ima višjo citolitično aktivnost od kompleksa 
EryA/PlyB, pri čemer pa, za razliko od ostalih (OlyA/PlyB, PlyA/PlyB), ne pride do 
interakcije s SM. Tako bi lahko pridobili učinkovit in za CPE specifičen kompleks, ki bi 
imel uporabno vrednost kot okolju prijazen bioinsekticid.  
 
Vsem egerolizinom, EryA, OlyA, OlyA6, PlyA in PlyA2, je skupno, da se vežejo na 
specifične lipide oziroma kombinacije lipidov. OlyA in OlyA6 imata isto vezavno afiniteto 
do lipidnih veziklov, pripravljenih iz SM/Hol, medtem ko EryA specifično interagira samo 
z lipidnimi vezikli s sestavo CPE/Hol. EryA se od OlyA6 razlikuje v 29 aminokislinskih 
ostankih, vendar sta vezavna žepa glede na poravnave (opisano v poglavju 4.3) najverjetneje 
podobno grajena. V magistrski nalogi smo se osredotočili na egerolizin EryA in pripravili 
šest različic, da bi preverili, ali so izbrani aminokislinski ostanki vezavnega žepa v 
primerjavi z OlyA6 (Endapally in sod., 2019) ključni tudi za interakcijo EryA s CPE. 
Rezultati sekvenciranja so potrdili uspešnost mestno-specifične mutageneze s PCR. Zaradi 
lažje vizualizacije mest zamenjanih aminokislinskih ostankov smo poravnali aminokislinska 
zaporedja vseh rekombinantnih proteinov (Slika 5). Različice smo uspešno izolirali, z 
izjemo različice EryA(E69A) (Slika 9), ki pa se izraža v inkluzijskih telescih. Zanjo bo 
potrebna nadaljna optimizacija izolacije.   
 
Bhat in sodelavci (2013) so pokazali, da brez-triptofanske različice PlyA2(W28A), 
PlyA2(W96A) in PlyA2(W122A) izgubijo zmožnost vezave na vezikle SM/Hol. Različici 
PlyA2(W96A) in PlyA2(W28A) izgubita zmožnost vezave tudi na vezikle CPE/Hol, do 
katerih ima protein višjo afiniteto v primerjavi s kompleksi SM/Hol (Bhat in sod., 2015; 
Panevska in sod., 2019). Triptofanska ostanka PlyA2 na mestu 96 in 28 v zanki med verigo 
β4 in β5 se nahajata na podobnih mestih kot triptofanska ostanka StnII na mestih 112 in 116. 
Pri toksinu StnII imata ta dva ostanka pomembno vlogo pri vzpostavitvi interakcije z 
membranskimi lipidi, zato so Bhat in sodelavci (2015) predvideli, da sta aminokislinska 
ostanka W96 in W28 pomembna za vezavo na membrano, saj sta ohranjena pri vseh 
omenjenih egerolizinih (Slika 4). Endapally in sodelavci (2019) so pokazali da različici 
OlyA6(W28A) in OlyA6(W96A) izgubita zmožnost vezave na lipidne vezikle, pripravljene 
iz SM/Hol. Triptofanski ostanki imajo torej pomembno vlogo pri vezavi proteina na 
membrano. Vsi triptofani so ohranjeni tudi pri EryA, zato smo z mutagenezo s PCR 
zamenjali triptofana na mestih 28 in 96 za alanin in pridobili različici EryA(W28A) in 
EryA(W96A) (Slika 5). Dokazali smo, da ti dve različici EryA, podobno kot se je zgodilo 
pri PlyA2 (Bhat in sod., 2015; Panevska in sod., 2019), izgubita zmožnost vezave na lipidno 
membrano in sicer na vezikle CPE/POPC/Hol, pripravljene v molarnem razmerju 1:1:1 
(Slika 12 A). Triptofanska ostanka sta tako dokazano ključna za interakcijo z lipidno 
membrano, pri čemer pa pri EryA ne pride do interakcije s SM.  
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Triptofan na mestu 28 in tirozin na mestu 91 proteina PlyA2 naj bi s holinsko glavo SM 
tvorila stabilne kationske-π interakcije. Omenjena aminokislinska ostanka naj bi bila 
pomembna za holinske-π interakcije tudi pri OlyA6. Pri OlyA6 je na 91 mestu tirozin (Slika 
4), ki naj bi proteinu omogočal interakcijo z vezikli SM/Hol. EryA ima na tem mestu alanin 
(Slika 4) in omenjenih veziklov ne prepozna. EryA nima ohranjenega tirozinskega ostanka 
Y91, ki je prisoten pri proteinih OlyA6 in PlyA2 in naj bi skupaj s triptofanskima ostankoma  
na mestu 28 in 96 tvoril vezavno mesto za lipide (Lenarčič, 2018). EryA se, kot že prej 
omenjeno, specifično veže na lipidne vezikle s sestavo CPE/Hol. Zato bi lahko na tem mestu 
ležal odgovor za specifično vezavo EryA na CPE, kar nas je vodilo k temu, da smo na tem 
mestu uvedli zamenjavo. Slika 8 prikazuje, da sta alanin pri EryA in tirozin pri OlyA6 tudi 
strukturno na enaki poziciji. Na podlagi dognanj Bhat is sod. (2015) smo na mestu 91 pri 
egerolizinu EryA uvedli zamenjavo za tirozin in pridobili različico EryA(A91Y) (Slika 5). 
Dokazali smo, da tukaj ne leži odgovor za specifično interakcijo EryA s CPE. Različica ne 
pridobi zmožnosti vezave na SM/Hol ter ohrani specifično vezavo na vezikle 
CPE/POPC/Hol, pripravljene v molarnem razmerju 1:1:1 (Slika 12 A).  
 
Aminokislinska ostanka triptofan na mestu 28 in lizin na mestu 99, ki sta ohranjena pri vseh 
omenjenih egerolizinih (Slika 4), se pri OlyA6 nahajata vsak na svoji zanki N-terminalnega 
konca proteina. Med njima je plitek kanal oziroma žep (Slika 3). V ta žep se veže del 
ceramida, ki je gradnik SM. Različica OlyA6(K99A) delno izgubi zmožnost vezave na 
komplekse SM/Hol (Endapally in sod., 2019). Na podlagi omenjenega smo na mestu 99 
uvedli zamenjavo lizina za alanin in tako pridobili različico EryA(K99A) (Slika 5) in 
dokazali, da se različica ne veže na vezikle LUV s sestavo CPE/POPC/Hol v molarnem 
razmerju 1:1:1 (Slika 12 A). Tako smo potrdili domnevo, da je lizin na mestu 99 ključen za 
interakcijo s CPE, pri čemer pa ne pride do interakcije s SM. Glede na pridobljene rezultate 
predvidevamo, da ključno mesto za specifično vezavo EryA na CPE leži nekje v vezavnem 
žepu in ga ne predstavlja A91. 
 
Pripravili smo poravnavo proteina OlyA6 in modela strukture EryA (Slika 6) in ju 
vizualizirali. Označili smo aminokislinske ostanke OlyA6, ki gradijo vezavni žep in so 
pomembni za vezavo proteina na lipidne vezikle s sestavo SM/Hol (Endapally in sod., 2019). 
Glede na poravnavo lahko sklepamo, da sta vezavna žepa OlyA6 in EryA najverjetneje zelo 
podobna. Iz primerjave smo analizirali pozicije aminokislinskih ostankov žepa pri OlyA6 in 
jo primerjali s pozicijo aminokislinskih ostankov pri EryA. Aminokislinske ostanke, ki smo 
jih izbrali na podlagi podobnosti vezavnih žepov OlyA6 in EryA, smo spremenili, da bi 
preverili, ali so ključni tudi za interakcijo EryA z lipidnimi vezikli s sestavo CPE/Hol. S 
Slike 6 je razvidno, da aminokislinski ostanki lizin (K), triptofan (W) in glutaminska kislina 
(E), ki smo jih zamenjali za alanin, ležijo na enakih mestih kot pri OlyA6. Izrisali smo še 
dodatne aminokisline v okolici žepa, kot sta T100 in T98 (Slika 6). Le-te so strukturno na 
enaki poziciji pri obeh proteinih in bi lahko prav tako sodelovale v interakciji z membrano. 
Na podlagi tega smo načrtovali še eno različico, kjer smo zamenjali treonin na mestu 98 za 
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alanin (Slika 5). Na tem mestu je pri OlyA6 serin (Slika 4). Uspešno smo izolirali različico 
EryA(T98A) (Slika 9) in dokazali, da omenjen aminokislinski ostanek ni ključen za 
interakcijo s CPE, saj se različica veže na LUV vezikle CPE/POPC/Hol v molarnem 
razmerju 1:1:1 (Slika 12 A). 
 
EryA in OlyA6 imata na mestu 69 glutaminsko kislino, ki je strukturno pri obeh proteinih 
na enaki poziciji (Slika 6). Ta aminokislinski ostanek je pri OlyA6 ključen za vezavo na 
komplekse SM/Hol. Zamenjava le-tega za alanin da različico OlyA6(E69A), ki se z višjo 
afiniteto veže na lipidne vezikle, ki vsebujejo bodisi SM ali SM/Hol. Ta zamenjava odpravi 
holesterolno specifičnost proteina in prepozna različne konformacije SM v membrani 
(Endapally in sod., 2019). Predhodne raziskave kolegov iz Raziskovalne skupine za 
biokemijo (osebna komunikacija z Anastasijo Panevsko) so pokazale, da ta različica odpravi 
holesterolno specifičnost tudi v primeru CPE/Hol. Ta različica se namreč z visoko afiniteto 
veže na vezikle s sestavo CPE/Hol in s še večjo afiniteto na sam CPE, kar najverjetneje 
nakazuje na prepoznavo dveh različnih konformacij CPE. Ker sta vezavna žepa OlyA6 in 
EryA najverjetneje podobna, bi omenjena različica EryA prav tako lahko imela višjo 
afiniteto vezave na CPE kot EryA. V primerjavi z ugotovitvami Endapally in sod. (2019) bi 
tudi z različico EryA(E69A) lahko zaznali dve različni konformaciji CPE. Različice po več 
poskusih nismo uspeli izolirali, zato smo izolacijo izvedli še pri različnih koncentracijah 
IPTG in različnih temperaturah. Z točkovnim nanosom proteinov v povezavi z 
imunodetekcijo smo preverili, ali se protein med izražanjem in izolacijo obori oziroma ali se 
nahaja v netopni obliki. Iz Slike 10 je razvidno, da je v zadnjih vrsti luknjic nastopila rahla 
obarvanost. S tem smo dokazali, da se protein res nahaja v netopni obliki oziroma v 
inkluzijskih telescih. Zato je v nadaljevanju sledila izolacija različice EryA(E69A) iz 
inkluzijskih telesc, ki pa ni bila uspešna. Različice EryA(E69A) nismo pridobili, zato 
nadaljnja karakterizacija ni bila mogoča. 
 
Kompleksa OlyA6/PlyB in PlyA2/PlyB tvorita pore v membranah, ki so bogate s SM/Hol 
oziroma CPE/Hol kompleksi (Bhat in sod., 2013, 2015; Endapally in sod., 2019), medtem 
ko kompleks EryA/PlyB permeabilizira samo membrane, ki so bogate s CPE/Hol (Bhat in 
sod., 2013; Butala in sod., 2017, Panevska in sod., 2019; Shibata in sod., 2010). Zaradi 
omenjenih dejstev bi se lahko lastnost kompleksa EryA/PlyB uporabila za selektivno 
zatiranje organizmov, katerih celične membrane vsebujejo molekularno tarčo CPE. Z 
varnejšimi in okolju prijaznejšimi biopesticidi bi lahko nadomestili kemične pesticide prve 
generacije. Zato smo želeli izolirati in okarakterizirati različice EryA ter ugotoviti vlogo 
posameznih aminokislin v interakciji s CPE. Posledično bi povečali citolitičnost kompleksa 
EryA/PlyB, ki je manj učinkovita v primerjavi z ostalimi kompleksi (OlyA6/PlyB in 
PlyA2/PlyB). Endapally in sodelavci (2019) so predvidevali, da naj bi OlyA6(E69A)/PlyB 
imel višjo citolitično aktivnost kot kompleks OlyA/PlyB. Z vsemi pridobljenimi različicami 
EryA smo pripravili porotvorne komplekse s proteinskim partnerjem PlyB ter spremljali 
njihovo citolitično aktivnost. Dokazali smo, da imata kompleksa EryA(A91Y)/PlyB in 
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EryA(T98A)/PlyB podobno citolitično aktivnost kot EryA/PlyB. Pri različicah 
EryA(K99A), EryA(W28A) in EryA(W96A) krivulja časovnega poteka sproščanja 
fluorescenčnega barvila kalceina iz veziklov CPE/POPC/Hol (1:1:1) prikazuje zelo nizek 
procent sproščenega kalceina (Slika 11). S tem smo dokazali, da omenjeni kompleksi nimajo 
citolitične aktivnosti. To nakazuje na dejstvo, da je slabša citolitična aktivnost kompleksov 
posledica slabše afinitete EryA do lipidne membrane.  
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• Uspešno smo izolirali rekombinanten protein EryA in njegovih pet različic. 
• Različice EryA(E69A) nam po več poskusih izolacije ni uspelo pridobiti, saj se je 
med izolacijo oborila in ostala v netopni obliki oziroma v inkluzijskih telescih.  
• Z vezavnimi študijami s površinsko plazmonsko resonanco (SPR) smo pokazali, da 
se različice EryA(W28A), EryA(W96A) in EryA(K99A) ne vežejo na vezikle 
CPE/POPC/Hol, pripravljene v molarnem razmerju 1:1:1, posledično kompleksi 
EryA(W28A)/PlyB, EryA(W96A)/PlyB in EryA(K99A)/PlyB nimajo citolitične 
aktivnosti. 
• Aminokislinski ostanki triptofan na mestu 28 in 96 in lizin na mestu 99 so ključni za 
interakcijo s CPE, pri čemer pa ne pride do interakcije s SM. 
• Z vezavnimi študijami s površinsko plazmonsko resonanco (SPR) smo pokazali, da 
se različici EryA(T98A) in EryA(A91Y) vežeta na vezikle CPE/POPC/Hol, 
pripravljene v molarnem razmerju 1:1:1, s podobno afiniteto kot EryA. To pomeni, 
da imata kompleksa EryA(A91Y)/PlyB in EryA(T98A)/PlyB enako citolitično 
aktivnost kot kompleks EryA/PlyB . 
• Aminokislinski ostanek treonin na mestu 98 ni ključen za interakcijo z membrano.  
• Aminokislinski ostanek alanin na mestu 91 ni ključen za specifično interakcijo s 
CPE, posledično specifičnost interakcije EryA s CPE najverjetneje leži nekje v 
vezavnem žepu.  
• OlyA6 in EryA imata najverjetneje strukturno isti vezavni žep, ki je odgovoren za 
interakcijo z membranskimi lipidi.  
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Glivni egerolizini rodu Pleurotus so v zadnjem času vse bolj aktualni. Za razliko od OlyA6 
in PlyA2 EryA prepozna le tiste membrane, ki v svoji strukturi vsebujejo CPE in Hol ter s 
tem predstavlja idealno kandidatno molekulo za razvoj novega biopesticida. Kompleks 
EryA/PlyB ima manj učinkovito citolitično aktivnost kot OlyA6/PlyB in PlyA2/PlyB, ki pa 
imata afiniteto tudi do membran, ki vsebujejo SM in Hol. Z raziskavo smo želeli preveriti, 
kateri aminokislinski ostanki so ključni pri interakciji s CPE in posledično pripraviti 
porotvoren kompleks, ki bi imel večjo citolitično aktivnost v primerjavi z EryA/PlyB. Z 
mestno-specifično mutagenezo s PCR smo glede na podobnost vezavnega žepa EryA z 
OlyA6 zamenjali izbrane aminokislinske ostanke proteina in pridobili pet različic EryA. Na 
podlagi naših raziskav smo ugotovili, da so aminokislinski ostanki triptofan na mestu 28 in 
96 ter lizin na mestu 99 ključni za interakcijo EryA s CPE, pri čemer pa ne pride do 
interakcije s SM. Ugotovili smo tudi, da alanin na mestu 91 mestu ni odgovoren za 
specifičnost za CPE.  
 
OlyA6(E69A) prepozna različne konformacije SM v membrani. Zaradi visoke podobnosti 
EryA in OlyA6 smo predvidevali, da bi lahko tudi različica EryA(E69A) razlikovala med 
različnimi konformacijami CPE v membrani. Glede na dotedanje raziskave smo pričakovali, 
da bo kompleks EryA(E69A)/PlyB imel večjo afiniteto do CPE kot kompleks EryA/PlyB. 
Različice po več poskusih nismo uspešno izolirali, zato nadaljnja karakterizacija te različice 
ni bila mogoča. 
 
Zaradi strožjih okoljskih zahtev in za zmanjševanje škodljivih ekoloških posledic bi lahko 
pridobili okolju prijazen bioinsekticid, ki ima višjo citolitično aktivnost, hkrati pa se ne veže 
na SM, ki prevladuje v membranah sesalcev. Z nerazrešenimi ugotovitvami magistrskega 
dela omogočamo nadaljnje raziskave in karakterizacijo različic EryA z namenom 
ugotovitve, kateri aminokislinski ostanki so ključni za specifično interakcijo s CPE.  
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